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OBJETIVOS
La secuenciacián completa de un genoma suele suponer un
considerable avance en la información que se tiene acerca de dicho genoma
y los productos que de él se derivan, lo cual contribuye enormemente a la
caracterización y comprensión de su estructura y funcionamiento. La idea
de secuenciar un genoma en su totalidad es, por lo tanto, muy atrayente
desde el punto de vista científico y los genomas mitocondriales, debido a su
reducido tamaño y rápida evolución, son a un nivel modesto, los candidatos
idóneos para este tipo de proyecto.
Con anterioridad a este trabajo, aunque existía abundante
información sobre los genomas mitocondriales de mamíferos, y en especial
del hombre, el conocimiento de los genomas mitocondriales de otros
vertebrados era muy limitado. Dentro de los vertebrados, los primeros
proyectos de secuenciación completa de genomas mitocondriales se
centraron en los mamíferos. La secuenciación del DNA mitocondrial de
Xenopus laevis (Roe y col., 1985), demostró que el genoma mitocondrial de
los anfibios presentaba la misma organización encontrada en mamíferos.
Sin embargo, en el año 1990, se secuenció en su totalidad el mtDNA del
pollo (Desjardins y Morais, 1990), encontrándose ligeras diferencias en el
orden del los genes dentro del genoma mitocondrial. Este hecho, nos hizo
pensar que los dos grandes grupos de vertebrados que aún quedaban por
investigar (peces y reptiles) podían presentar peculiaridades en la
organización de su genoma mitocondrial.
En este contexto, nos decidimos a secuenciar el genoma mitocondrial
de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) con el fin de ampliar el
conocimiento que se tiene sobre los genomas mitocondriales a un nuevo
grupo de vertebrados, los peces. Se eligió para este trabajo la trucha arco
iris por estar considerada un modelo de experimentación en peces, tanto en
el aspecto bioquímico como en el genético. Recientemente, y durante el
transcurso de este trabajo, se han publicado las secuencias completas de
los genomas mitocondriales de dos ciprínidos, Crossostoma lacustre
(Tzeng y col., 1992) y Cyprinus carpio (Chang y Huang, 1994).
El presente trabajo de investigación se ha dirigido hacia la
consecución de los siguientes objetivos:
1.- Clonar y secuenciar el DNA mitocondrial de la trucha arco iris
con el fin de establecer su organización genómica y determinar las
peculiaridades de los genes codificados por él.
2.- Analizar y caracterizar el proceso de transcripción del genoma
mitocondrial de la trucha arco iris.
3.- Establecer, a nivel molecular, las relaciones filogenéticas de la
trucha arco iris con otros peces y el resto de vertebrados, mediante la
elección de los genes más apropiados para este fin.
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Introducción! 1
1. LA MITOCONDRIA ASPECTOS GENERALES
1.1. Estructura.
La mitocondria es un orgánulo citoplasmático característico de
células eucariotas. En general tiene un diámetro aproximado de 0.5 ~.ty una
longitud variable entre 1 y 7 g. Su forma más habitual es filamentosa o
granular y en el caso concreto de hepatocitos de peces, varía en función del
estado nutricional de la célula; así, tras la ingestión de alimentos, las
mitocondrias, normalmente filamentosas, adoptan un aspecto vesicular que
al cabo de 48 horas revierte a la forma original. Su distribución en el
citoplasma es uniforme y su número depende del tipo celular y de la especie.
En levaduras sólo se encuentra una mitocondria por célula (Hoffman y
Avers, 1973) mientras que en un hígado de rata existen entre 1000 y 1.600
mitocondrias por célula (Loud, 1968).
Al microscopio electrónico, mediante técnicas de criofractura, se
puede observar que cada mitocondria está formada por una matriz
mitocondrial rodeada por dos membranas (interna y externa) de 60 A de
espesor, separadas entre sí por un espacio intermembranal. La membrana
interna se caracteriza por presentar unos pliegues orientados hacia el
interior (crestas mitocondriales) de las que sobresalen hacia la matriz
mitocondrial unas partículas esféricas de 85 A de diámetro denominadas F1.
(Fig. 1).
R.boSOrfl~
Figura 1. Esquema de la estructura de una mitocondria. (De Robertis y De
Robertis, 1984).
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La membrana mitocondrial externa contiene un 40% de lípidos
(principalmente fosfolípidos con cadenas de ácidos grasos muy insaturados)
y un 60% de proteínas, entre las que cabe destacar la acil-CoA sintetasa, la
NADH-citocromo c reductasa y la monoamino oxidasa; esta última es
exclusiva de esta membrana, por lo que se utiliza a menudo como marcador
de la fracción mitocondrial. En general, la composicion de la membrana
mitocondrial externa es similar a la del retículo endoplásnúco.
La membrana mitocondrial interna está constituida por un 20% de
lípidos, siendo el 80% restante proteínas. La composición lipídica es muy
particular puesto que no contiene colesterol, y el 20% de los fosfolípidos son
cardiolípidos. Este tipo de composición es también característica de la
membrana plasmática de bacterias y de los tilacoides de los cloroplastos.
Las proteínas incluidas en la membrana interna son, esencialmente, todos
los complejos enzimáticos que constituyen tanto la cadena respiratoria
(NADH-ubiquinona reductasa, succinato-ubiquinona reductasa, ubiquinol-
citocromo C reductasa, y citocromo O oxidasa) como el sistema de
fosforilación oxidativa (ATP sintetasa F1F0), además de la glicerolfosfato
deshidrogenasa y varios transportadores (fosfato, malato aspartato, ADP y
ATP).
El espacio intermembrana contiene varias enzimas, de las que la
más importante es la adenilato quinasa que participa en la síntesis del
ADP, coenzima intermediario de la fosforilación oxidativa.
Finalmente, la matriz mitocondrial contiene todas las enzimas
solubles del ciclo de los ácidos tricarboxilicos, las enzimas involucradas en la
13-oxidación de los ácidos grasos, así como las enzimas necesarias para la
síntesis de proteínas a partir del DNA mitocondrial. Además, también se
localizan en la matriz, el DNA mitocondrial, diferentes RNAs y los
mitorribosomas.
1.2. Fisiología.
Cada uno de los compartimentos de la mitocondria realiza funciones
concretas y coordinadas con otros compartimentos, tanto mitocondriales
como citoplasmáticos. La mayor parte de las funciones mitocondriales son
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altamente específicas de este orgánulo, siendo las más características
aquellas localizadas en la matriz mitocondrial (descarboxilación oxidativa
del ácido pirúvico, ciclo de Krebs, fi-oxidación de ácidos grasos) y en la
membrana mitocondrial interna (transporte de electrones al oxígeno y
fosforilación oxidativa).
La cadena respiratoria utiliza como sustratos donadores de
electrones los coenzimas NADH y FADH2. Estos sustratos son generados
por oxidación de compuestos reducidos (sustratos respiratorios) mediante la
acción de deshidrogenasas localizadas generalmente en la matriz
mitocondrial (Fig. 2).
Glutamata OH 3-Hidrcxiacil-CoA DH
3-hidroxiacil 3-oxoacil
glutamato a-cetoglutarato CoAy) y)
Succinij-coA sintetasa
a-cetog¡uwrato suocinil-CoA
y)
* NADH+H’
malato oxalacetato ¡socitrato cx-cctoglutarato piruvato Acetil-CoA 13-hidroxibutirato Acetoacetato
Malata OH Isacitrata OH Piruvata OH Ildfidroxihutirato Dli
> FADH2
a-ghcero¡ dihidroxiacetona
fosfato fosfato
a-GIiceroI fosfato Dli
acil-CoA enoil-CoA
AciI-CaA OH
succinato furnarato
Succinata OH
Figura 2. Principales reacciones de deshidrogenación de los sustratos
respiratorios.
Adicionalmente, los equivalentes de reducción del NADH de origen
citosólico son transportados al interior de la mitocondria para su
incorporación a la cadena de transporte electrónico mediante sistemas de
NAD +
FAD
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lanzadera. Se han identificado dos tipos de lanzadera específicos de tejido: la
lanzadera ct-glicerol-fosfato que es activa en mitocondrias de cerebro y
músculo esquelético y la lanzadera malato-aspartato (Fig. 3) que es activa
en hígado, riñón y corazón. La primera transfiere los equivalentes de
reducción del NADH al FAD, mientras que la segunda lo hace al NAD~.
cITOSOL membranainterna MATRIZ
malatoNAD~
malato
NADH + it oxalacetato
glutamato
aspartato
aspurtato
aminotranstarasa
malato NAO~
malato DII
oxalacetato NADH +
aspartata
aminotransftrasa
Figura 3. La lanzadera malato-aspartato. El NADH citosólico cede sus
equivalentes de reducción al oxalacetato por acción de la malato deshidrogenasa
citoplasmática. Se forma así, malato que atraviesa la membrana mitocondrial interna
mediante el antiporte a-cetoglutarato / malato. La malato deshidrogenasa mitoeondrial
convierte el malato de nuevo en oxalacetato formándose en el proceso NAiDH a partir de
NAD~. Reacciones de transaminación convierten el oxalacetato en aspartato que puede
salir al citosol mediante el antiporte glutamato ¡ aspartato y de nuevo en oxalacetato
cerrándose así el ciclo.
1.2.1. Cadena de transporte electroníco.
La energía liberada por la cadena respiratoria puede calcuilarse con
la ecuación LXG0 = - n -? AE0’ siendo n el número de electrones transferidos,
aspartato
It
Y’ la constante de Faraday (23 kcal/V’mol) y zXE0’ , la diferencia entre el
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potencial estándar del par redox dador de electrones y el aceptor. Por lo
tanto, la variación de energía libre estándar entre los pares redox
NADH/NAD~ <Eo’=- 0.32 V) y FADW/FAD (E0’=- 0.06 y) y el par H20/02
(E0= + 0.82 V) sera:
NADH/NAD+ AG
0t = - 2 23 (0.82 - (- 0.32)) = - 52.4 kcal/mol.
FADHJFAD A00’ = - 2 23 (0.82 - (+0.03)) = - 36.3 kcal/mol.
Si se tiene en cuenta que la formación de cada molécula de ATP en la
fosforilación oxidativa consume 7.3 kcal/mol, es posible predecir la
fonnación de dos moléculas de ATP por cada molécula de FADH
2 que entra
en la cadena de transporte electrónico, o bien de tres moléculas de ATP por
cada molécula de NADH.
Los componentes de la cadena transportadora de electrones se
organizan en cuatro grandes complejos enzimáticos (Fig. 4):
- 1. NADH-ubiquinona reductasa (850 kDa). Denominada también
NADH deshidrogenasa, transfiere los equivalentes de reducción desde el
NADH hasta la ubiquinona o coenzima Q que se reduce a ubiquinol. Este
complejo está formado por una fracción proteica hidrofóbica y una
hidrofílica. Los polipétidos hidrofóbicos son codificados por genes
mitocondriales y por genes nucleares, mientras que los polipéptidos
hidrofílicos son codificados exclusivamente por genes nucleares. Este
complejo contiene entre 5 y 7 centros ferro-sulfurados y para el transporte
de electrones utiliza como grupo prostético al mononucleótido de flavina
(FMN).
- II. Succinato- ubiquinona reductasa (97 kDa). Transfiere electrones
desde el succinato hasta la ubiquinona. Para ello, cuenta con un grupo
prostético FAD, un citocromo b y 3 centros ferro-sulfurados.
- III. Ubiquinol-citocromo c reductasa (280 kDa). Este complejo sirve
de confluencia a los dos anteriores. La oxidación del ubiquinol le permite
reducir el citocromo c. Como centros redox contiene el citocromo b, un
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centro ferro-sulfrrado y el citocromo cl. De los 9 ó 10 polipéptidos que
contiene este complejo, sólo el citocromo b es codificado por el genoma
mitocondrial.
- IV. Citocromo c oxidasa (600 kDa). Transfiere los electrones desde el
citocromo c reducido (Fe3~) hasta el oxígeno. Para ello cuenta con un
citocromo específico denominado aa3 que contiene, además de dos grupos
hemo, dos átomos de cobre.
Dentro de cada complejo los centros redox presentan valores de
potencial estándar similares, por lo que la transferencia de electrones es
reversible, y por tanto la liberación de energía es mínima. Sin embargo, en
tres puntos de la cadena respiratoria (complejos 1, III y IV), la
transferencia de electrones entre un grupo isopotencial y otro, supone una
variación en la energía libre estándar suficiente como para bombear
protones desde la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembranal
(Hatefi, 1985).
Succinato Fumarato
‘—1 + 0.03V
[¿s Complejo II
NADE Complejo III Complejo IV, 02II 12+VQ—*. Cytb,Fe-S,c
1 —~
NAD 1420
-032V +009V +026V •h-~ +082v
Figura 4. Cadena de transporte electrónico. En la figura se destacan los
componentes de cada uno de los cuatro complejos respiratorios, los potenciales redox
entre complejos y los sitios de conservación de la energía representados por la
traslocación de protones. Mientras la oxidación del NADE es capaz de bombear tres
protones al espacio intennembranal, la oxidación del FADH2 sólo permite la traslocación
de dos.
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1.2.2. Fosforilación oxidativa.
De acuerdo con la teoría clásica que explica el mecanismo de
fosforilación oxidativa, en la membrana mitocondrial interna existen
bombas de protones que utilizan la energía libre proporcionada por el flujo
electrónico a través de la cadena respiratoria para transportar H~ hacia el
espacio intermembrana generando un gradiente electroquímico de protones.
La vuelta de estos iones H~ a la matriz mitocondrial a través de un canal
específico en la ATP sintetasa F1F0 provoca la síntesis acoplada de ATP a
partir de ADP y fosfato (Mitchell, 1979).
La ATP sintetasa F1F0 es una enzima polipeptídica con dos
funciones: una hidrolítica (ATPasa) y otra sintética (ATP sintetasa). En su
estructura se distinguen dos componentes:
- F1. Es una proteína periférica de 5 subunidades con la siguiente
estequiometría: a3, 13a, y, a, ~. Las tres subunidades cx se intercalan entre
las tres subunidades 13 formando el centro activo del complejo enzimático.
Sólo las subunidades 13 o bien las interfases ct/B están directamente
implicadas en la catálisis de las reacciones de síntesis o degradación de
ATP. La subunidad y forma parte del canal de protones implicado en el
acoplamiento energético. Las subunidades 5 y ~ participan en la unión
adecuada a nivel estructural de los componentes F1 y F0.
- F0. Es una proteína integral de la membrana mitocondrial interna
con, al menos, 3 subunidades (6, 8 y 9) encargadas de formar el canal de
protones. Las subunidades 6 y 8 son codificadas por genes mitocondriales.
La reacción de síntesis o hidrólisis de ATP en el centro catalítico del
componente F1 es independiente de la existencia o no de un gradiente
electroquímico de protones. Se supone que la energía libre del gradiente
electroquímico de protones es utilizada para liberar los nucleótidos que
permanecen fuertemente unidos al centro catalítico tras la reacción. Los
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protones, a su paso por el canal de la ATP sintetasa, provocarían un
cambio conformacional y de afinidad en el centro catalítico.
1.3. Endosimbiosis.
De acuerdo con la teoría endosimbiótica sobre el origen y evolución de
las células eucariotas ( Taylor, 1974; Margulis, 1981), al menos tres clases
de orgánuilos celulares, las mitocondrias, los cilios y los cloroplastos, fueron
originalmente bacterias libres que se asociaron de forma estable y
secuencial a procariotas hospedadores para dar lugar a los organismos
eucariotas prinrigenios. Estas bacterias libres, ya habían desarrollado, con
anterioridad a la cooperación simbiótica, capacidades especiales
(respiración aerobia, fotosíntesis o motilidad) que complementaban las
adquiridas por las bacterias hospedadoras menos especializadas
(resistencia a altas temperaturas y medios ácidos) aumentando así la
eficacia de la nueva asouacion.
En el caso concreto de la simbiosis núcleo/citoplasma-mitocondria, el
primero aportaba un metabolismo fermentativo de los azúcares y unas
proteínas, las histonas, que protegían al DNA de las condiciones
ambientales de acidez y alta temperatura; la segunda aportaba la
capacidad de degradar compuestos de tres átomos de carbono, producto de
las fermentaciones, en dióxido de carbono y agua, con el consiguiente
aprovechamiento energético. El organismo procariota de vida libre que dió
origen a la mitocondria debió ser una eubacteria gram-negativa, aeróbica,
que contenía las enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, y el sistema
de citocromos necesario para la total oxidación de los carbohidratos,
posiblemente muy similar a Paracoccus denitrificans (John y Whatley,
1975). Por el contrario, el hospedador debió ser un organismo únicamente
capaz de fennentar la glucosa a piruvate de forma anaeróbica a través de
la ruta de Embden-Meyerhof, del tipo de Thermoplasma acidophilum
(Searcy y col., 1978).
El establecimiento de comunidades de procariotas simbiontes que dió
origen a las primeras células eucariotas se debió producir a finales del
precámbrico (hace 1 billón de años), durante o después de la acumulación
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oxígeno en la atmósfera, en condiciones de alta tempertura, medios ácidos y
escasez de nutrientes. La temprana simbiosis nucleocitoplasma-
mitocondria explicaría la existencia de mitocondrias en todo los phyla
eucarióticos protistas, hongos, plantas y animales, mientras que la
adquisición posterior por parte de sólo algunos simbiontes de protistas
fotosintéticos, origen de los plastos, explicaría su adscripción exclusiva a
algas y plantas.
Las ventajas resultantes de la asociación oportunista entre
procailotas se acrecentaron por la progresiva especialización funcional de
cada componente, que culminó en el establecimiento de una simbiosis
obligada. De hecho, excepto en algunas levaduras, en ninguna célula
eucariota se puede inducir la pérdida de mitocondrias y recíprocamente, las
mitocondrias no pueden sobrevivir de forma autónoma debido a que muchos
de sus componentes son producto de la expresión de genes nucleares,
incluidas las enzimas responsables de la expresión yregulación de los genes
mitocondriales (Attardi y Schatz, 1988).
Aunque los simbiontes obligados tienden a relegar muchas de sus
funciones (sobre todo las dispensables o las redundantes) en el hospedador,
la mitocondria aún conserva funciones y rasgos propios que sugieren su
origen procariótico. Así, cabe destacar, que su DNA no está unido a
histonas, su síntesis proteica es sensible a antibióticos bacterianos
(estreptomicina, cloranfenicol) pero no eucarióticos (cicloheximida), la
síntesis de DNA se realiza a lo largo de todo el ciclo celular y no sólo en la
fase S, la herencia no es mendeliana en eucariotas meióticos, y finalmente
su membrana interna tiene una composición muy similar a la membrana
plasmática bacteriana.
Aunque la teoría endosimbiótica resulta muy atractiva para explicar
el origen de las células sucariotas, no es la única. De acuerdo con la teoría de
la filiación directa (Cavalier-Smith, 1975; Reijnders, 1975; Taylor, 1976)
algunas bacterias fotosintéticas dieron lugar a algas y eventualmente a
plantas; algunas algas perdieron sus plastos y evolucionaron para dar lugar
a los antepasados de hongos y animales siendo, tanto los plastos como
otros orgánulos eucanoticos, originados por diferenciación y especialización
dentro de las celulas
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2. EL DNA MITOCONDRIAL.
2.1 Organización del genoma mitocondriail.
La mitocondria posee un genoma propio que se caracteriza por su
replicación autónoma dentro del orgánulo. El genoma mitocondrial está
constituido por un DNA de doble cadena, circular y covalentemente cerrado
con un tamaño relativamente constante en todas las especies animales
estudiadas de alrededor de 16000 pb. El DNA mitocondrial (mtDNA)
codifica para 3 subunidades de la citocromo c oxidasa (COl, COII y COIII),
7 subunidades de la NADH deshidrogenasa (ND1 a ND6 y ND4L) el
citocromo b de la citocromo c reductasa (Cyt b) y las subunidades 6 y 8 del
componente F0 de la ATP sintetasa (ATPasa 6 y 8). Además, contiene la
información necesaria para la síntesis de 22 tRNAs y 2 rRNAs (12S y 16S)
implicados en la traducción de los mensajeros expresados por el genoma
mitocondrial (Anderson y col., 1981; Chomyn y col. 1985). El resto de las
proteínas presentes en la mitocondria (DNA y RNA polimerasas,
aminoacil-tUNA sintetasas, las proteínas ribosomales, y las enzimas de la
matriz, las membranas mitocondriales y el espacio intermembranal) son
codificadas por el genoma nuclear.
La organizacion de los genomas mitocondriales de los eucariotas
superiores es extremadamente económica (Attardi, 1985). Los genes que
codifican para los 22 tUNAs se encuentran intercalados tanto entre los
RNA ribosomales como entre los genes que codifican para proteínas,
fiimcionando probablemente como señales para el procesamiento de los
tránscritos primarios por RNasas específicas (Ojala y col., 1981 a). Con la
excepción de la región de control, que contiene el denominado bucle de
desplazamiento (D-loop), existen muy pocos nucleótidos no codificantes y
aparentemente ningún intrón (Anderson y col., 1981; Bibb y col., 1981).
Hasta la fecha, dentro de los vertebrados superiores se conocen las
secuencias completas del DNA mitocondrial de nueve mamíferos: hombre
(Anderson y col., 1981), ratón (Bibb y col., 1981), vaca (Anderson y col.,
1982), rata (Gadaleta y col., 1989), rorcual comun (Arnason y col., 1991),
foca común (Arnason y Johnsson, 1992), foca gris (Arnason y y col., 1993),
Introducción! 11
rorcual azul (Arnason, 1993) y la zarigúeya (Janke y col., 1994); un anfibio,
Xenopus laevis (Roe y col., 1985>; dos teleósteos, Crossostoma lacustre
(Tzeng y ccl., 1992) y la carpa (Chang y Huang, 1994> y un ave, el poíío
(Desjardins y Morais, 1990). De todas ellas, con excepción de la del pollo, se
deduce una organización genómica idéntica ( Fig. 5).
El DNA mitocondrial de pollo presenta una organización genómica
ligeramente distinta de la descrita para mamíferos, anfibios y peces. La
principal diferencia reside en que los genes que codifican para el tRNAGlu y
la subunidad 6 de la NADH deshidrogenasa (ND6) se encuentran
localizados inmediatamente adyacentes a la región D-loop y no al lado del
citocromo b como ocurre en el resto de vertebrados. Además, los genes que
codifican para los tUNAs de prolina y treonina y el citocromo b se
encuentran inmediatamente después del gen de la subunidad 5 de la NADH
deshidrogenasa (ND5), mientras que en el resto de vertebrados aparecen al
lado del D-loop (Fig. 6>. Esta organización, aparentemente, es el resultado
de una transposición de un segmento de mtDNA que contendría, bien los
genes del tRNAGlu y ND6, o bien los genes que codifican para tRNAPro,
tRNA Thr y Cyt b. Aunque no se conocen los mecanismos moleculares
implicados en esta reorganización, parece claro por la cotransposición de
tUNAs con los genes que codifican para proteínas y la cercanía del
segmento transpuesto a la región del D-loop, que los tUNAs podrían
funcionar como señales de duplicación acopladas a la replicación, tal como
se ha descrito en el DNA mitocondrial de algunos lagartos (Moritz y Brown,
1987).
Dentro de los invertebrados se conocen las secuencias completas del
DNA mitocondrial de la mosca de la fruta (Clary y Wolstenholme, 1985),
dos especies de erizo de mar (Jacobs y col., 1988; Cantatore y col., 1989),
dos nematodos (Okimoto y col., 1992), la abeja (Crozier y Crozier, 1993) y
Arte mia franciscana (Valverde, 1993).
El mtDNA de las dos especies de erizo de mar secuenciadas
(Strongylocentrotus purpuratus y Paracentrotus liv idus), presenta
una organización genómica más económica, incluso, que la descrita en
vertebrados, de la que se deduce la necesidad de procesos de regulación post-
transcripcional de los genes (Fig. 7). Sólo una minoría de los tRNAs se
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encuentra separando genes codificantes de proteína. Los posibles orígenes
de replicación y transcripción se encuentran en una región no codificante
formada por el agrupamiento de 15 tRNAs. La posición de los genes ND4L
y 16S rRNA está alterada con respecto al mtDNA de vertebrados,
imponiendo la separación de los genes para rRNA un sistema de
transcripción específico.
Los dos nematodos (Caenorhabditis elegans y Áscaris suum)
presentan un mtDNA con un tamaño de, aproximadamente, 14000 pb. Se
diferencian únicamente en la posición relativa de una región rica en
adeninas y timinas que posiblemente contiene el origen de replicación.
Existe una región no codificante entre los genes ND4 y COl, con capacidad
de formar un bucle por lo que, potencialmente, podría representar un
segundo origen de replicación. Todos los genes son transcritos en la misma
dirección a diferencia de lo que ocurre en vertebrados y equinodermos. Otra
particularidad de estos genomas es el hecho de que no se ha encontrado
ninguna región que codifique para la subunidad 8 de la ATPasa (Fig. 7), lo
cual sugiere que, bien este gen codifica para una subunidad que no es
indispensable para el funcionamiento de la ATPasa, o bien en nematodos
este gen se encuentra localizado en el núcleo.
Los mtDNAs de los dos insectos (Drosophila yakuba, Apis
mellifera) y el crustáceo (Artemia franciscana) presentan una
organización genómica similar entre ellos diferenciándose únicamente en la
posición de algunos tRNAs (A. franciscana y D. yak uba sólo se
diferencian en la posición relativa del tRNAGln y el tRNAIIe, mientras que
entre los dos insectos hay 11 tRNAs en posición diferente). Ha sido
identificado un único origen de replicación, localizado dentro de una región
rica en adeninas y tñninas. Aunque contienen los 22 tRNAs, los dos rRNAs
y los 13 genes codificantes de proteínas descritos en vertebrados
superiores, su disposición en el genoma mitocondrial es significativamente
distinta (Fig. 8).
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2.2. Replicacion.
Las dos cadenas que constituyen la molécula de mtDNA se
denominan pesada (II) y ligera (L) en función de su densidad respectiva en
un gradiente de cloruro de cesio. En vertebrados superiores, el origen de
replicación de la cadena pesada del DNA mitocondrial (OH) se localiza
dentro de la región D-Loop, que se denomina asi, por contener una cadena
pesada naciente cuyo extremo 5’ está localizado en dicho origen, y su
extremo 3’ en las regiones TASs que se encuentran asociadas a la
terminación prematura del ciclo replicativo (Doda y col., 1981). Esta corta
cadena es muy inestable presentando un recambio mucho mayor que el
ritmo de replicacién (Clayton, 1982) . El origen de replicación de la cadena
ligera (OL) está presente en todos los vertebrados excepto en el poíío. Se
localiza dentro de un grupo de cinco tRNAs entre los genes ND2 y COl y
esta constituido por unos 30 nucleótidos con la capacidad de formar un
bucle relativamente estable. Esta capacidad está conservada en el mtDNA
de todos los vertebrados, aunque varíe la secuencia nucleotídica del origen
de replicación. En el caso del mtDNA de polío, no existe 0L, pero se
mantiene la organización de cinco tRNAs en esta región, por lo que se ha
sugerido que éstos pueden tener alguna característica estructural (como
sería la capacidad de formación de un bucle) que les permitiría sustituir a
0L (Desjardins y Morais, 1990).
La replicación del mtDNA comienza siempre en 0H• La elongación
completa de la nueva cadena pesada provoca la exposición de la región 0L
en la cadena pesada parental desplazada, lo que permite el comienzo de la
replicación de la cadena ligera. El inicio de la replicación en 0H requiere la
síntesis de RNA a partir del Promotor de la Cadena Ligera (LSP) para que
actúe como cebador del proceso replicativo. La transición de la síntesis de
RNA a la síntesis de DNA se produce en una región con varios Bloques de
Secuencia Conservada (CSBs) entre especies (Fig. 9). Estos elementos
CSB han sido ampliamente estudiados en el hombre y el ratón (Walberg y
Clayton, 1981) presentando elementos característicos que son reconocidos
por la enzima nuclear RNasa MRP (procesadora de mtRNA) encargada de
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generar extremos 3’-OH en el mtRNA que puedan ser extendidos
posteriormente por la polimerasa de mtDNA (Chang y Clayton, 1989).
int{1’F1 RNA polimerasa
CSBs
Transcripción
RNA — ~ Replicación
Figura 9. Diagrama general con los componentes esenciales del D-loop
del mtDNA de vertebrados. (Clayton, 1991). La línea discontínua representa la
síntesis de RNA a partir del promotor de la cadena ligera (ISP) y la línea continua la
síntesis de DNA a partir de RNA sintetizado en el mismo promotor. Ambas moléculas
tienen como molde la cadena ligera y por lo tanto poseen la secuencia de la cadena
pesada. La transición RNA/DNA en la replicación de la cadena pesada se produce a
nivel de los tres bloques de secuencia conservada (CSBs). 0H es el origen de replicación
de la cadena pesada. La RNA polimerasa mitocondrial se representa unida a los
promotores de la cadena pesada y ligera (HSP y LSP). así mismo, se indican los sitios
de unión al factor de transcripción mtTFl y la regiones asociadas con la terminación
prematura de la replicación de la cadena pesada (TASs).
De forma similar en 0L también se inicia la replicación a partir de un
cebador de RNA. Se ha demostrado la existencia de una primasa de
mtDNA capaz de reconocer un bucle rico en timidinas y comenzar la
síntesis de RNA (Wong y Clayton, 1985). A continuación, en la base no
apareada del bucle, se produce la transición en la síntesis de RNA a DNA
en un pentanucleótido (5-GCCGG-3’) situado dentro del gen que codifica para
el tRNACs’s (Hixson y col., 1986) (Fig. 10).
Oj{
Pro TASs [ISP HSP Phe
RNA
4-
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Síntesis RNA
TAA
A
A
3 5’
Figura 10. Esquema del inicio de la replicacién en 0L• (Clayton, 1991)
Una mtDNA primasa inicia la síntesis de RNA a partir de una región rica en timidinas
localizada en un bucle. La transición a DNA se produce en la base del bucle en una
región cuya secuencia en el mtDNA humano es 5’ GCCGG 3.
La elongación y maduración de las cadenas Uy L es realizada por la
polimerasa de mtDNA o DNA polimerasa y Esta enzima ha sido purificada
en Drosophila melanogaster (Wernette y Kaguni, 1986) y Xenopus
laevis (Insdorf y Bogenhahen, 1989 a y bit El holoenzima consiste en una
subunidad catalítica de 125-140 kDa y, al menos, una subunidad de 35 kDa
de fúnción aún desconocida. Este enzima presenta asociada una actividad
exonucleasa 3’-5’ que le confiere capacidad correctora y una fidelidad
similar a la de la DNA polimerasa a nuclear (Wernette y col., 1988).
2.3. Transcripción.
En vertebrados superiores, las dos cadenas del mtDNA se
transcriben completamente y los precursores policistrónicos formados son
procesados dando lugar a las diferentes especies de RNA. La transcripción
de los genes que codifican para los tRNAs de fenilalanina, valina, leucina
Síntesis DNA
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(UUR y CUN), isoleucina, metionina, triptofano, ácido aspártico, usina,
glicina, arginina, histidina, serna (AGY) y treonina se realiza a partir de la
cadena pesada, mientras que la de los que codifican para los tRNAs de
glutamina, alanina, asparagmna, cisteina, tirosína, serna (UCN), ácido
glutárnico y prolina se realiza a partir de la cadena ligera. Los dos genes que
codifican para RNA ilbosomal y todos los genes codificantes de proteínas a
excepción de ND6, se transcriben a partir de la cadena pesada. El comienzo
del gen ATPasa 6 solapa con el final del gen ATPasa 8, y lo mismo ocurre
con los genes ND4L y ND4. En ambos casos, sólo se observa un tránscrito
a partir del mtDNA (Ojala y col., 1980) por lo que se cree que el
procesamiento de cada par de genes se debe realizar por traducción en
diferente fase de lectura.
Cada una de las cadenas del mtDNA cuenta en el D-loop con su
propio promotor para iniciar la transcripción (Fig. 9), estando el promotor
de la cadena pesada (HSP) localizado cercano al extremo 5’ del gen 12S y
separado 150 nucleótidos del promotot de la cadena ligera (LSP) (Montoya
y col., 1982; Chang y Clayton, 1984). Estos promotores consisten en
secuencias de, aproximadamente, 50 nucleótidos con, al menos, dos
dominios funcionales; uno, en el que la polimerasa de mtRNA iniciaría la
transcripción y otro, situado en posición 5’ con respecto al primero (-12 a
-39), que mejoraría la eficiencia de la iniciación al ser un elemento
reconocido por el factor de transcripción denominado mtTFl. Este factor ha
sido purificado en el hombre ( Fisher y Clayton, 1988) y el ratón (Fisher y
col., 1989) y se ha descrito una proteína homóloga en levadura (Fisher y
col., 1991). En el hombre, el mtTFl está formado por 204 aminoácidos,
tiene un carácter global básico, y es capaz de desenrollar y curvar el DNA
(Parisi y Clayton, 1991). Este factor se une con mayor afinidad a LSP que
a HSP, estando las dianas para este factor, invertidas una con respecto a
la otra en estos promotores, lo que sugiere que el mtTF1 puede funcionar
bidireccionalmente.
Gran parte de los 16S rRNAs analizados presentan un extremo 3’
que se localiza dentro del tRNALeu adyacente (Dubin y col., 1982) y por lo
tanto no provienen del procesamiento del RNA policistrónico sino de un
proceso transcripcional separado. Parece claro que, la transcripción de la
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cadena pesada se realiza en dos unidades de transcripción distintas debido
a la existencia de un segundo punto de iniciación en esta cadena (Montoya y
col., 1983). Este segundo promotor seña el responsable de la transcripción
de los dos rRNAs y se localizaría 16-19 nucleótidos por delante del
tRNAPhe. Por otro lado, se ha identificado la secuencia 5’-TGGCAGAGCC
CGG-3’ como responsable de la terminación de la transcripción de los
rRNAs (Christianson y Clayton, 1988; Staub y Castora, 1993) y se ha
sugerido que actuaría como diana de un factor que, al unirse, impediría el
avance de la polimerasa de mtRNA (Hess y col., 1991).
En cuanto al procesamiento del RNA policistrónico codificado por la
cadena pesada, se efectúa mediante cortes endonucleolíticos en los
extremos 5’ y 3’ de los tRNAs por la actividad RNasa P (Doersen y col.,
1985). En general, se considera que las enzimas procesadoras de tRNAs
reconocerían motivos de estructura secundaria y terciaria, en vez de
secuencias primarias específicas. Ello justificaría el procesamiento de los
genes ATPasa 6 y COIiI, que son los dos únicos no separados por un tRNA,
y que, por lo tanto, deben tener en la región de unión, la capacidad de formar
un bucle susceptible de ser cortado por RNasas específicas (Bibb y col.,
1981). Por otro lado, la trancripción de los genes codificados por la cadena
ligera se realiza también a través de la formación de un mensajero
policistrónico menos estable que, posteriormente, es procesado (Gelfand y
Attardi, 1981).
Los productos de transcripción del genoma mitocondrial fueron
inicialmente identificados y caracterizados en células HeLa (Amalric y col.,
1978; Montoya y col., 1981; Montoya y col., 1983). Las diferentes clases de
RNAs producidos pueden ser separadas mediante cromatografía a través
de una columna de oligo(dT)-celulosa en dos fracciones, según sean o no
poliadenilados. Las especies que componen cada una de estas fracciones
pueden, a su vez, ser separadas por electroforesis en geles de agarosa con
hidróxido de metilmercurio como agente desnaturalizante (Bailey y
Davidson, 1975; Montoya y col., 1983; Fernández-Silva y col., 1992). De
esta forma se han identificado en células HeLa hasta 18 especies de RNAs
poliadenilados y al menos cinco no poliadenilados (Tabla 1). Los productos
no poliadenilados son el rRNA 12S, el rRNA 16S, el RNA 4a, el RNA 75 y
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los tRNAs. Los 18 productos poliadenilados se numeran en orden
decreciente de peso molecular. Los RNAs 1,2,3 y 18 están codificados por la
cadena ligera y el resto por la cadena pesada. Su posterior secuenciación
(Montoya y col., 1981; Dubin y col., 1982) permitió elaborar un mapa
detallado de la transcripción del genoma mitocondrial de células HeLa (Mg.
11).
El RNA 4a es el precursor de los dos RNAs ribosómicos (Montoya y
col., 1983). Su extremo 5’ está localizado unos 19 nucleótidos por delante del
gen para el tRNAPhe y por lo tanto proviene de un acontecimiento de
transcripción diferente al del resto de RNAs. Este RNA se acumula
solamente en condiciones en las que el procesamiento está disminuido
(Montoya y col., 1983). Se ha sugerido que el RNA 78 (al menos en células
HeLa) debe actuar como cebador en la iniciación de la replicación de la
cadena pesada o iniciador en la transcripción de la cadena ligera, dado que
su secuencia se localiza entre LSP y 0H (Ojala y col., 1981 b). El RNA 18
corresponde a una fracción del RNA 78 que está poliadenilada e incluye una
pequeña ORF que codificaría en células HeLa para un polipéptido de 23-24
aminoácidos (Ojala y col., 1981 b). Es, además, el único RNA mitocondrial
que contiene un extremo 5’ no codificante. La ausencia de esta ORF en
otros genomas mitocondriales de vertebrados plantea dudas acerca de su
significado funcional. Los RNAs 1, 2 y 3 tienen una vida media muy corta y
parece probable que actúen como intermediarios en la formación de los
tRNAs codificados por la cadena ligera. La secuencia del gen NDB está
incluida en el extremo 5’ de estos tres RNAs; ello sugiere que estos RNAs, o
algunos derivados suyos, pueden actuar como mensajeros de este gen.
Los RNAs 5, 9, 11, 12, 13, 15, 16 y 17 son los mensajeros de los
genes ND5, Col, Cyt b, ND2, ND1, COIiI, COl! y ND3 respectivamente.
Los RNAs 7 y 14 contienen dos marcos de lectura cada uno (genes ND4L y
ND4 y ATPasa 8 y 6, respectivamente) solapados entre sí en distinta fase
de lectura para su traducción. El RNA 6 es un precursor del RNA 9 que
continúa hasta el gen del t~~ATrp. El RNA 10 representa una pequeña
fracción del RNA 168 que se encuentra oligoadenilada. El RNA 4 es un
precursor de los rRNAs que se encuentra también oligoadenilado y
presenta un extremo 5’ localizado cerca del extremo 5’ del rRNA 128 y, por
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Tabla 1. Productos de transcripción del tDNA humano. (Montoya y Attardi,
1986). Los RNAs son divididos según estén o no poliadenilados. Cada mtRNA está
caractenzado con su tamaño, función y cadena a partir de la cual se ha originado.
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Figura 11. Mapa génico y de transcripción del mtDNA humano. <Montoya y
Attardi, 1986). Se representa en el interior el mtDNA con los genes que codifica y en el exterior
sus productos de transcripción. Las flechas indican la dirección de la transcripción y de la
replicación. Los RNAs 1,2,3 y 18 se transcriben a partir de la cadena ligera, el resto a partir de
la pesada. ‘¡iT. Ig¡~ e ‘L indican los lugares de iniciación de la cadena pesada, los rRNAs y la
cadena ligera respectivamente. O¡~ y O¡i son los origenes de replicación de la cadena pesada y
ligera respectivamente.
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lo tanto forma parte de la misma unidad de transcripción que el resto de
poli(A)-RNAs de la cadena pesada. Finalmente, al RNA 8 no se le ha podido
asignar función alguna, ya que sólo se ha detectado en células HeLa cuando
éstas han sido tratadas con antibióticos para inhibir la síntesis de RNAs
nucleares (Montoya y col., 1983).
2.3.1. RNAs mensajeros (mRNAs).
Una característica común a todos los mRNAs mitocondriales de
vertebrados es la ausencia de 7-metilguanosina (Grohinann y col., 1978).
así mismo, la secuenciación de los mRNAs ha revelado que, con la
excepción del RNA 18 (Montoya y col., 1981;Ojala y col., 1981 b), todos los
mRNAs mitocondriales de células HeLa carecen de secuencias reguladoras
no codificantes en el extremo 5’, y por lo tanto de los característicos
motivos Shine-Dalgarno de unión al ribosoma (Shine y Dalgarno, 1974). Por
otra parte, los mRNAs mitocondriales son todos poliadenilados (Arnalric y
col., 1978; Montoya y col., 1981) presentando una cola de poil(A) de unos 55
nucleótidos en su extremo 3’. Sin embargo, no se ha podido encontrar en
estos mRNAs ninguna secuencia en el extremo 3’ o cerca de él que
contenga una señal potencial de poliadenilación similar a las encontradas
en mRNAs nucleares (Proudfoot y Brownilee, 1976).
Excepcionalmente, cuando hay varias bases espaciando un tRNA y
un gen codificante de proteínas, o bien en los casos de solapamiento de
genes, los mRNAs transcritos no connenzan con un marco de lectura
abierto y, frecuentemente, se encuentra el triplete ATG como codón de
iniciación, probablemente porque, en estos casos, se necesita una señal de
iniciación fuerte para colocar el mensajero en fase de lectura. Sin embargo,
cuando los marcos de lectura abierta comienzan a la vez que el mensajero,
cualquier codón ATN y posiblemente GTG funcionan como señal de
iniciación.
Con respecto a los codones de terminación, cuando un mensajero
lleva una región 3’ no codificante o en el caso de solapamiento de genes, los
codones utilizados son TAG o TAA. Cuando los mRNAs terminan
inmediatamente antes de un tRNA, se pueden encontrar codones de
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terminación incompletos de tipo ‘17 o TA. En estos casos el transcrito es
procesado inmediatamente antes del tRNA y a continuación es
poliadenilado, creándose el codón de terminación TAA. Por otro lado, se ha
descrito que el extremo 3’ de los genes COl en hombre (Anderson y col.,
1981) y Cyt b en vaca (Anderson y col., 1982) termina en AGA.
2.3.2. RNAs ribosómicos (rRNAs).
Los rRNAs 12S y 165, constituyentes típicos de las dos subunidades
que forman los ribosomas mitocondriales, presentan una estructura
secundaria característica, aparentemente muy conservada en vertebrados
(Dunon-Bluteau y Brun, 1986; Gadaleta y col., 1989) aunque su estructura
primaria presente mayores divergencias. Estos rRNAs son oligoadenilados
post-transcripcionalmente en la mitocondria (Dubin y col., 1982). En el
rRNA 125 se localizan tres secuencias diferentes de 12, 17 y 18 pb
conservadas en casi todos los vertebrados e incluso en el genoma de E. cdi,
que se corresponden con bucles del rRNA expuestos y que presentan
secuencias complementarias a varios genes mitocondriales codificantes de
proteínas (cyt b, ATPasa 6 y CO III) por lo que se ha sugerido para ellos un
papel regulador en la traducción (Gadaleta y col., 1989). Por otra parte, en
el rRNA 16S se encuentra una región de unas 60 pb complementaria al
mRNA del gen ND6. Además, parte de esta región es complementaria con
la secuencia del promotor de la transcripción de la cadena pesada en la
región del D-loop (Chang y Clayton, 1986), por lo que en el caso de que el
mRNA del gen ND6 actúe como RNA antisentido se ha sugerido para esta
región un papel regulador de la trancripción, tanto de la cadena pesada a
nivel del promotor como de la ligera a nivel de los tránscritos primarios o en
ambas a nivel de la formación de ribosomas activos (Gadaleta y col., 1989).
2.3.3. RNAs de transferencia (tRNAs).
Los tRNAs mitocondriales son más pequeños que los tRNAs
citoplamáticos y procarióticos. Se caracterizan por la posesión del triplete
CCA en su extremo 3’. Este triplete no está presente originalmente en
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ninguno de los 22 genes de tRNAs por lo que necesariamente debe ser
incorporado durante la maduración de los tRNAs. Otro tipo de
modificaciones típicas de tRNAs como son la presencia de residuos
metilados, pseudouridina., etc., también se producen durante su
maduración. Los tRNAs mitocondriales son ricos en adenina y uracilo,
presentando con gran frecuencia apareamientos de bases y configuraciones
tridimensionales heterodoxas. La región del anticodón es la única que ha
conservado las características generales de tRNAs citoplasmáticos y
bacterianos; en el hombre, el primer nucleótido del bucle es siempre una
pirintdina y los nucleótidos que preceden y signen al anticodón son siempre
U y una purina, respectivamente, excepto en el caso del dINA Met que
tiene una C precediendo al anticodón.
En contraste con el resto de sistemas, en los que siempre existe un
gen para la especie formil- tRNA Met, en la mitocondria no existe más que
un gen tRNA Met. Sin embargo, la capacidad de los tripletes AUG y AUA
para actuar como codones de iniciación, hace suponer la existencia de una
familia de tRNAs iniciadores.
2.3.1. El codigo genético mitocondrial.
Las características que presenta el código genético universal son
consecuencia de las propiedades bioquímicas intrínsecas de los nucleótidos.
Las dos primeras bases del codón se emparejan con las dos últimas bases
del anticodón de las móleculas de tRNA, de acuerdo con el modelo de enlace
de Watson-Crick (Watson y Crick, 1953). En cambio, la primera base del
anticodón se empareja con la tercera base del codón de acuerdo con las
reglas del balanceo: el hecho de que G se empareje, no sólo con C sino
también con U, es responsable de la existencia de un código genético
degenerado (Crick, 1966).
La existencia de tan sólo 22 tRNAs en la mitocondria (frente a los
55 utilizados en el citoplasma por el código universal) justifica la existencia
de un modelo de reconocimiento de codones distinto del propuesto por Crick.
En el código mitocondrial se pueden distinguir dos grandes grupos de tRNAs
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en relación con el número de codones que reconocen. El primer grupo
inc]uye ocho tRNAs distintos que identifican cada uno un total de cuatro
codones. En todos los casos estos tRNAs tienen una U en la primera
posición del anticodón (HsuChen y col., 1983; Montoya y Attardi, 1986).
Esta es una de las mayores diferencias respecto del código universal, ya
que no existe en este último ningún tRNA capaz de reconocer cuatro
codones. Esta situación se puede explicar en la mitocondria mediante dos
posibles modelos: 1) que el balanceo sea más flexible de tal manera que la U
de la primera posición del anticodón sea capaz de reconocer cualquier base
en la tercera posición del codón (balanceo U:N; Barreil y col., 1980); 2) que
en la interacción entre codón y anticodón solamente estén implicadas
únicamente las dos bases localizadas en la primera y segunda posición del
codón (Lagerkvist, 1978). El segundo grupo incluye el resto de tRNAs que
reconocen solamente dos codones cada uno. De ellos, 8 (tRNAs de Asn, Mp,
Cys,His, ile, Phe, Ser, y Tyr) cumplirían la regla universal del balanceo y 6
(tRNAs de Glu, Gin, Leu, Lys, Trp y Met) que poseen una U modificada en
la primera posición del anticodón y reconocerían indistintamente codones
con una A o una G en la tercera posición. Además, es de destacar la
ausencia, al menos en vertebrados, de tRNAs que reconozcan los codones
AGA y AGG, que por lo tanto actúan en el código mitocondrial como
codones de terminación.
El DNA mitocondrial (excepto en plantas) se caracteriza por
presentar un código genético peculiar, distinto del universal (Fig. 12). La
principal diferencia entre el código genético mitocondrial y el universal es el
uso del triplete UGA, no como codón de terminación, sino para codificar
triptófano (Barrelí y col., 1979). Otras variaciones encontradas en el código
genético de mitocondiria son: uso en vertebrados superiores del codón AUA
no para codificar isoleucina, sino metionina; uso del codón AAA (lisina) para
codificar asparagina en invertebrados; uso del codón AGR (arginina) para
codificar serna en invertebrados y como codón de terminación en
vertebrados superiores.
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Figura 12. El codigo genético de mitocondrias de vertebrados
superiores. Se indican los codones posibles (5’—*3’), su traducción y el anticodón del
tRNA correspondiente. Se señalan en negrita, los codones con traducción diferente a la
del codigo genético universal.
Las diferencias del código genético mitocondrial entre especies
pueden resuniirse en forma de árbol filogenético (Fig. 13). El primer cambio
fue el que afectó al codón UGA (terminación —* Trp) y ocurrió con
posterioridad a la separación entre el reino animal y el vegetal. Ya en la
línea animal, el codón AGR (arg) comenzó a codificar para serna en
platelmintos (Garey y Wolstenholme, 1989) y continnó en equinodermos
(Himeno y col.,1987; Jacobs y col., 1988; Cantatore y col., 1989), moluscos
(Shimayama y col., 1990) e insectos (HsuChen y col., 1984; Clary y
Wolstenholme, 1985; Crozier y Crozier, 1993) hasta convertirse en codón
de terminación en vertebrados (Anderson y col., 1981; Bibb y col., 1981;
Anderson y col., 1982; Gadaleta y col., 1989; Arnason y col., 1991; Arnason
y Johnsson, 1992; Roe y col., 1985 y Desjardins y Morais, 1990).
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(7)4, Vertebrados
Insectos
Celentereos
Equinodermos
Paramecu¡m
Mohos
Protosimbiontes Torulopsis
Saccliaromyces
CODIGO
UNIVERSAL Plantas verdes
Figura 13. Evolución del código genético mitocondrial. (Jukes y Osawa,
1990). Los protosimbiontes y las plantas verdes mantienen el código universal,
mientras que las initocondrias del resto de eucariotas sufren progresivamente los
siguientes cambios: (1) UGA, Trp; (2) AGR, ser; (3) AUA, Met; (4) AAA, Asn; (5) UAA,
Tyr; (6) CUN, Thr; (7) AGE, stop; (8) CGN, no codificante; (9) AUA, Met—dle -
El codón AAA cambió de Lys a Asn en la rama de los platelmintos y
como un acontecimiento aislado en equinodermos. A partir de nematodos
(Wolstenholme y col., 1987) y, de forma independiente, en levaduras
(Hensgens y col., 1979) el codón AUA cambió de Ile a Met, cambio que
posteriormente revirtió en equinodermos. El codón CUN se traduce como
Thr en vez de Leu en levaduras (Li y Tzagoloff, 1979). El codón UAA parece
ser usado para Tyr en vez de codón de terminación en la mitocondria de
platelmintos (Bessho y col., 1992). En la mitocondria de Toralopsis
glabatra (levadura) no se ha encontrado ningún codón AGR, ni un
~~~AArg capaz de traducirlo (Clark-Walker y col., 1985).
En cualquier caso, parece evidente, que todos los códigos genéticos
encontrados en mitocondria derivan del código genético universal, que de
hecho se mantiene para el DNA mitocondrial de plantas.
Los mecanismos causantes de la evolución del código genético
mitocondrial a partir del universal estan relacionados con fenómenos de
economía genómica. La desaparición de un tRNA conlíeva el cambio del
correspondiente codón a otro sinónimo sin traducción asignada. El nuevo
t
(3,6)
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codón adquiere sentido, bien por mutación en el anticodón del tENA, bien
por cambio en el antnoácido que se une al mismo tRNA, o bien por cambio
en el emparejamiento codón-anticodón. El primer caso es el que ocurre en el
cambio de UGA de codón de terminación a codón para el triptófano, en el
cambio de CUG de codón para leucina a codón para serna y en el cambio de
APIA de codón de lisina a codón de asparagina. El segundo caso ocurre en el
cambio del codón CUN de leucina a treonina en el mtDNA de levadura. El
tercero se da en el cambio del codón AGE de arginina a serma y
posteriormente a codón de terminación y en el anticodón CAU del tRNAMet
que pasa, de reconocer sólo el codón AUG, a reconocer también el codón
AUA (Osawa y col., 1992).
3. FILOGENIA MOLECULAR.
3.1. Clasificación, evolución y biología molecular.
Tradicionalmente se considera la obra Systema Naturae de Linneo
(1707-1778) como el comienzo de la taxonomía moderna. En función de sus
características morfológicas y funcionales, a cada organismo se le asigna
una especie, y ésta se clasifica dentro de un género, familia, orden y clase.
Con esta metodología, Cuvier (1769-1832>, De Candolle (1778-1841) y
otros naturalistas fueron extendiendo la clasificación de Linneo a nuevas
especies de plantas y animales hasta que la teoría evolutiva de Darwin
(1809-1882), juntamente con las posteriores leyes sobre la herencia
genética de Mendel (1822-1884), cambiaron por completo la forma de
concebir los sistemas de clasificación de los seres vivos.
De acuerdo con el pensamiento neodarwinista, la biodiversidad
existente, es consecuencia del proceso evolutivo resultante de la actuación
de la selección natural sobre la variación generada por la mutación genética
en una población. Por lo tanto, una sistemática rigurosa debe reflejar,
primordialmente, la historia evolutiva de los organismos estudiados,
integrando para ello, los conocimientos adquiridos sobre su morfología,
fisiología, genética, interacciones ecológicas y registro fósil. Basándose en
esta premisa, los sistemas de clasificación básicamente morfológicos, han
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ido renovándose mediante la incorporación sucesiva de los descubrimientos
realizados en los campos de la paleontología, la sistemática y la biología
molecular hasta llegar a la, actualmente aceptada, clasificación en cinco
reinos: monera, protista, plantae, fungi y animalia (Whittaker, 1969;
Whittaker y Margulis, 1978) (Fig. 14).
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Figura 14. Clasificación en cinco reinos de Whittaker. Se representan todos los
phyla incluidos en cada reino: monera (16), protista (27), fungi (5), plantae (9) y animalia (32).
El esquema estaría de acuerdo con la teoría endosinibionte para el origen de los eucariotas.
Modificado de Margulis (1981).
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Esta clasificación es un reflejo de las filogenias entre organismos y
por lo tanto representa un razonable acercamiento a los principales
aspectos de la historia evolutiva de los seres vivos desde el origen de los
procariotas más sencillos hasta el desarrollo de la diversidad actual.
Aunque válido, este acercamiento no es definitivo ya que está lleno de
conjeturas y muchos detalles son todavía controvertidos.
En este sentido, el gran desarrollo de la biología molecular y su
creciente aplicación en los estudios de carácter evolutivo, está
contribuyendo, no sólo a resolver los numerosos puntos oscuros existentes
aún en las filogenias ya establecidas, sino además a poder comprender los
mecanismos evolutivos.
Tan pronto como fueron determinadas las secuencias de proteínas
como el citocromo c (Margoliash, 1963) o la hemoglobina (Zuckerkandl y
Pauling, 1962) en diversos organismos, se pudo establecer que, entre dos
especies, el número de sustituciones aminoacídicas para una proteína dada,
aumentaba de forma aproximadamente lineal con respecto al tiempo
pasado desde su divergencia. La existencia de un reloj molecular tuvo una
consecuencia directa en el estudio de la evolución: se podían construir
árboles filogenéticos sobre la base de un patrón de cambio evolutivo mucho
más regular que el proporcionado por caracteres morfológicos o fisiológicos
y, por lo tanto, permitía escalar en el tiempo la historia evolutiva de los
organismos (Fitch y Margoliash, 1967).
Puesto que toda la información de un ser vivo está almacenada en su
genoma, se pueden establecer filogenías entre diferentes organismos por
comparación de sus secuencias de DNA. El clonaje de genes es una labor
cara, consume mucho tiempo, no todos los genes son fácilmente clonables y
no siempre tienen el mismo interés desde el punto de vista evolutivo. En
general, cuanto más imprescindible es un gen, menor es la aparición de
variaciones en su secuencia y por lo tanto mejor describe filogenias entre
taxones alejados. Por eso, durante muchos años, la mayoría de los estudios
sobre filogenia molecular se han centrado, sólo, en unos pocos genes (genes
mitocondriales, genes nucleares codificantes de rRNA) de únicamente unas
pocas especies.
Pese a ello, el desarrollo de las técnicas de DNA recombinante y la
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posibilidad, relativamente reciente, de secuenciar el DNA de forma sencilla
y rápida (Sanger, 1981) han permitido obtener, en pocos años, gran
cantidad de información sobre muchos genes en una gran variedad de
organismos. Mi, las bases de datos GenBank y EMBL contaban, el 30 de
Febrero de 1992, cada una con 63378 entradas (83.6 millones de
nucleótidos) correspondientes a 3000 organismos, y se esperaba duplicar la
cifra de secuencias en, tan sólo, 18 meses (Burks y col., 1992; Higgins y col.,
1992). La información acumulada es tal, que el manejo y análisis de las
secuencias de DNA sólo se puede realizar con potentes computadores a
través de programas especialmente desarrollados para este fin (Devereux y
col., 1984). Se ha de señalar que, aunque la mayoría de las secuencias de
DNA introducidas en los bancos de datos, no provienen de trabajos de
investigación relacionados con temas evolutivos, la información que
contienen es, casi siempre, aprovechable para confirmar o aclarar
cuestiones de esta índole.
En definitiva, el avance conseguido hasta mediados de los años 80,
fue espectacular pero, obviamente, limitado por una característica
inherente a las técnicas de DNA recombinante, la necesidad de obtener
grandes cantidades de DNA de buena calidad de cada organismo objeto de
estudio como paso previo para su donación, así como por la necesidad de
construir genotecas y disponer de un método adecuado de selección. La
situación cambió de forma sorprendente tras la aparición de una nueva
técnica, la reacción de la polimerasa en cadena o PCR (Saiki y col., 1988).
Esta técnica permite amplificar cualquier fragmento de DNA, mediante la
unión de oligonucleótidos específicos a las secuencias que lo flanquean. Es
evidente que la especificidad de la amplificación viene determinada por el
diseño de oligonucleótidos adecuados y que éste no hubiera sido posible, de
no ser por la información sobre secuencias de DNA acumulada en los años
previos a la aparición de la técnica de PCR.
Aunque los productos de PCR normalmente no se corresponden con
la secuencia completa de un gen, y por lo tanto no ofrecen tanta
información como la derivada del clonaje de uno o varios genes, la técnica
ofrece numerosas ventajas para el abordaje de cuestiones evolutivas: es
muy rápida y sencilla; requiere cantidades mínimas de DNA (nanogramos)
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y en algunos casos basta la rotura celular como único paso previo de
purificación del DNA; permite amplificar DNA a partir de tejidos
procedentes de, prácticamente, cualquier organismo incluso fosilizados
(Páábo y col., 1989; Cano y col., 1993; Pomar y col., 1993) o guardados en
colecciones de museos (Kocher y col., 1989); por otra parte, no requiere la
muerte del organismo objeto del análisis y, finalmente, permite analizar
simultáneamente un gran número de individuos al mismo tiempo.
3.2. Arboles filogenéticos.
A medida que las técnicas de biología molecular se han ido
introduciendo en el campo de la evolución, la cantidad de información
disponible se ha ido incrementando considerablemente. Los datos empíricos
acumulados y correctamente interpretados permiten, por un lado avanzar
en la comprensión del mecanismo evolutivo, y por otro, construir árboles
filogenéticos que reflejen la historia evolutiva de los organismos cada vez
más precisos. Para lograr ambos objetivos, se ha hecho necesario
desarrollar métodos matemáticos y estadísticos capaces de cuantificar los
cambios evolutivos (sustituciones de nucleótidos, deleciones e inserciones)
observados a nivel del DNA (Jutes y Cantor, 1969).
Para tratar de elucidar el mecanismo molecular de la evolución, en
los años 60 se desarrollaron métodos basados en la teoría matemática de la
genética de poblaciones (Fisher, 1930; Wright, 1931; Haldane, 1932).
Dichos métodos estadísticos se aplicaron a los datos moleculares
disponibles en aquella época con el fin de poder determinar la distancia
genética entre poblaciones, mediante la estimación del número de
sustituciones producidas en una determinada secuencia para diversos
organismos (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967; Kimura, 1968; Nei, 1969).
Para construir árboles filogenéticos moleculares, se desarrollaron
métodos estadísticos a partir de los ya empleados por la taxonomía
numérica en la construcción de árboles evolutivos basados en caracteres
morfológicos (Sneath y Sokal, 1973) y, aunque éstos podían ser
directamente aplicados a datos moleculares, se desarrollaron nuevos
métodos que tuvieran en cuenta las particularidades de la evolución a nivel
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molecular (por ejemplo la importancia de los factores estocásticos).
En la taxonomía numérica existen dos tipos de acercamiento teórico
a la construcción de un árbol filogenético. Uno es el fenético, en el que el
árbol se construye considerando únicamente las similitudes fenotípicas
entre las especies, sin tratar de entender su historia evolutiva. Este
acercamiento se utiliza cuando no se conocen bien las reglas que rigen el
cambio evolutivo de los caracteres usados, o cuando el análisis taxonómico
se basa únicamente en la semejanza fenotípica. Dado que estos árboles no
tienen por qué representar relaciones evolutivas, se les suele denominar
fenogramas y son considerados simples agrupamientos de organismos. En
el segundo acercamiento, el cladístico, el árbol filogenético se construye
considerando posibles formas de evolución siguiendo determinadas reglas y
escogiendo el árbol que mejor refleje los datos experimentales. Estos árboles
se conocen con el nombre de cladogramas. En la práctica, este
acercamiento está limitado por la necesidad, en un momento dado, de
realizar supuestos no soportados por los datos, al escoger un árbol entre los
varios posibles.
Los métodos estadísticos más utilizados par construir árboles
filogenéticos a partir de datos moleculares, son los de matrices de distancia
(fenéticos>, el de máxima parsimonia (cladista> y el de máxima
verosimilitud.
3.2.1. Métodos de matrices de distanaa.
- Distancia media o liPOMA (Sneath y Sokal, 1973). Se basa en el
cálculo de la distancia genética entre pares de unidades taxonómicas
operacionales (OTUs). Las OTUs pueden ser especies o poblaciones, y se
representan en una matriz. El algoritmo del método consiste en agrupar las
OTUs empezando por las dos con menor distancia entre sí. Estas dos OTUs
se agrupan con un punto intennedio de ramificación y forman una nueva
OTU. Se calculan nuevas distancias entre la OTU combinada y el resto de
OTlJs y de nuevo se busca el valor de distancia menor, añadiendo así
gradualmente, las OTUs más distantemente relacionadas. El método
UPGMA asume un ritmo constante en el proceso evolutivo, por ello, sólo en
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el caso de que la medida de distancias no esté sujeta a errores estocásticos,
da árboles con topología y longitud de ramas correctas. La fidelidad de la
topología de un árbol filogenético realizado por este método a unos datos
experimentales determinados, viene dada por comparación de los errores
estándar de cada uno de los puntos de ramificación.
Farris (1977) se dió cuenta de que la topología obtenida por el método
UPGMA en el caso de ritmos diferentes de sustitución génica en cada linaje
evolutivo, podía ser mejorada si las distancias se calculaban en función de
una de las OTUs analizadas. Esta OTU de referencia debía ser claramente
distinguible del resto. Este método no permite obtener estimaciones sobre
la longitud de las ramas para una topología dada, por lo que tiene que ser
usado en combinación con el método de la distancia media o bien con el
desarrollado por Fitch y Margoliash.
- Método de Fitch y Margoliash (1967). Cuando el ritmo esperado de
sustituciones génicas varía sustancialmente según los linajes evolutivos, el
método UPGMA da lugar a topologías incorrectas y errores en el cálculo de
la longitud de las ramas. El método desarrollado por Fitch y Margoliash
permite estimar el número de sustituciones en cada rama y obtener
topologías más fiables cuando los ritmos de sustitución para cada rama son
diferentes. En este caso, se eligen primero las dos OTUs (A y B) que
muestran menor distancia entre sí y el resto se agrupa en una OTU
compuesta (C). Se calculan, por separado, las distancias entre las OTUs A
y B y la OTU C (media de las distancias entre las OTUs A o B y todas las
OTUs de C). Posteriormente, se calcula el número de sustituciones génicas
para cada rama. A continuación se unen A y B en una OTU combinada
(AB). Se recalculan las distancias entre la OTU AB y todas las demás
OTUs que comprendían la OTU C original, y se eligen las dos OTUs que
muestran menor distancia entre sí, aunque sean dos en las que no participa
la OTU AB. Estas dos OTUs se designan de nuevo A y B y el resto C. El
procedimiento se repite hasta que todas las OTUs quedan agrupadas en
una única familia. A diferencia del método UPGMA, este algoritmo no
permite determinar la raiz del árbol. Para conocerla, se busca una OTU
claramente diferente como referencia, o bien se asume un ritmo constante
de cambio evolutivo y la raiz se establece al calcular las distancias del
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último triplete ABC.
El procedimiento no termina con la construcción del primer árbol;
Fitch y Margoliash sugieren comprobar que otras topologías posibles y
similares a la obtenida no son mejores. Para ello, se comparan los árboles
en función de la desviación estándar (SFM). Sin embargo, se ha demostrado
mediante simulaciones por computador, que SFM no es muy eficaz a la
hora de identificar la topología correcta entre los diferentes árboles posibles
probablemente debido a una baja correlación entre este parámetro y los
errores topológicos o de longitud de las ramas acumulados en los diferentes
árboles generados (Tateno y col., 1982). A pesar de ello este parámetro se
utiliza con frecuencia debido a que no existe ninguna otra manera de poder
cuantificar la cercanía de un árbol estimado al real.
- Distancia Wagner (Farris, 1972). Como en el método de Fitch y
Margoliash, se examinan los posibles árboles que se pueden obtener a partir
de los datos empíricos. Sin embargo, en este caso como el proceso de
discriminación ya está incluido en el propio método, sólo se obtiene un árbol
finaL
El algoritmo consiste en producir una matriz de distancias genéticas
de las OTUs a estudio. Las dos OTUs más cercanas se combinan. La
distancia entre esta OTU combinada y cada una de las restantes se calcula
tomando la media de las distancias entre cada una de las OTUs de la OTU
combinada y cada una de las OTUs restantes. De nuevo, aquella OTU que
permite obtener la distancia menor pasa a formar parte de la OTU
combinada. Se calculan la longitud de cada rama. El siguiente paso consiste
en añadir una nueva OTU. Para ello, cada una de la OTUs que quedan por
agrupar se une al árbol, existiendo tres posibilidades de unión para cada una
de ellas (Fig. 15). Se calculan las longitudes de todas las ramas posibles y
aquélla que posea la menor se elige como rama del árbol.
La siguiente OTU puede ser añadida y en este caso, las posibilidades
de unión son cinco. El proceso continúa hasta que todas las OTUs están
agrupadas. Para establecer la raiz del árbol, bien se usa una OTU
claramente diferente como referencia, o bien se asume un ritmo constante
de cambio evolutivo y la raiz se pone en el punto medio entre las dos OTUs
conectadas por la rama mayor.
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A A A
C EZ~ C
B B B 133
Figura 15. Procedimiento para construir un árbol filagenética por el
método de la distancia Wagner.
- Método de unión por vecindad. (Saitou y Nei, 1987). Este método
está basado en el originalmente descrito por Cavalli-Sforza y Edwards
(1967) pero el algoritmo desarrollado simplifica enormemente la
computación . Para una topología dada se calcula la suma de la longitud de
cada una de sus ramas (L). El procedimiento se repite con todas las
topologías posibles y aquella que dé el valor mínimo de L se elige como árbol
definitivo. La longitud de cada una de las ramas se calcula según el método
de Fitch y Margoliash. La comparación entre las diferentes topologías está
incorporada en el algoritmo desarrollado por Saitou y Nei por lo que se
obtiene como resultado final un único árbol con topología y longitud de las
ramas.
3.2.2. Método de Máxima Parsimonia. (Fitch, 1977).
El algoritmo de este método consiste en considerar una topología
particular para un grupo de OTUs e inferir cuales son las secuencias más
antiguas para esta topología. A continuación se calcula el número mínimo
de sustituciones que son necesarias para explicar los cambios existentes
entre las secuencias más antiguas y las más modernas. Una vez obtenido
este número, se repite el proceso con una nueva topología. Cuando todas las
topologías razonables han sido ensayadas, se elige como árbol final aquella
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que requiere el mínimo número de sustituciones. Este método, no permite
estimar la longitud de las ramas.
En principio lo más conveniente es obtener la primera topología por
el método de la distancia Wagner o mediante la modificación de Farris del
método de la distancia media, y producir las topologías alternativas por el
método de Fitch y Margoliash (Nei, 1987).
En la construcción de árboles de máxima parsimonia, no todos los
sitios de una secuencia son útiles para la determinación de una topología.
Sólo son informativos aquellos sitios en los que, a lo largo de su evolución,
existen al menos dos clases diferentes de nucleótidos, cada una
representada, al menos, dos veces. Esto supone que cuando el número de
sustituciones por sitio es pequeño, y el número de OTUs usado también,
gran parte de las mutaciones contempladas son únicas, y por lo tanto no
informativas para construir un árbol de máxima parsimonia. Esta es su
principal desventaja con respecto a los métodos de matrices de distancia,
que aprovechan todos los sitios existentes para determinar las distancias
genéticas.
3.2.3. Método de máxima verosimilitud.
Este método fue desarrollado originalmente usando como modelo la
teoría del movimiento Browniano, asumiendo una distribución de Gauss
para la variación evolutiva de los genes (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967).
Sin embargo, posteriormente se demostró que este tipo de variación es
típicamente no-gaussiana y que podía ser descrita con relativa facilidad
mediante una distribución de Poisson. Mi, se desarrollaron algoritmos de
máxima verosimilitud para estimar únicamente la longitud de las ramas
(Langley y Fitch, 1974> o para construir árboles filogenéticos completos
(Felsenstein, 1981).
En el método de Langley y Fitch, se estima la longitud de las ramas
para una topología dada a partir del número conocido de sustituciones de
cada rama. Se asume una velocidad de sustitución constante y que el
número de sustituciones sigue una distribución de Poisson para cualquier
intervalo de tiempo. El método puede ser fácilmente extendido para el caso
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de contar con datos sobre varios genes. La velocidad de sustitución puede
ser diferente de un gen a otro, pero la distancia evolutiva entre dos OTUs es
siempre la misma para todos los genes. La longitud de las ramas así
obtenida, es más fiable que la presentada en árboles basados en un único
gen.
En el método de Felsenstein, se calcula para diferentes topologías la
probabilidad de obtener las secuencias observadas para un grupo de OTUs.
La topología que presenta la máxima probabilidad se elige como árbol final.
Al calcular la probabilidad de que en un sitio, un nucleótido sea sustituido
por otro, surge el principal problema de este método, y es que esta
probabilidad no es uniforme, sino que depende de su posición en una zona
conservada o no conservada de la secuencia de DNA.
3.2.4. Eficiencia relativa de los diferentes métodos de construcción
de árboles filogenéticos.
La eficiencia de los diferentes métodos puede ser comparada
determinando su fiabilidad a la hora de recuperar la topología correcta y
estimar las longitudes de las ramas de un árbol modelo simulado al
ordenador <Tateno y col., 1982; Nei y col., 1983; Sourdis y Krimbas; 1987>.
En el caso de los métodos de matrices de distancia, el de unión por
vecindad es el más versátil y eficiente con independencia del número de
sustituciones de nucleótidos por sitio de la secuencia. Cuando el ritmo de
sustitución génica es constante, y el número de sustituciones por sitio es
bajo, la distancia Wagner de Farris es el mejor método para recuperar la
topología correcta. Sin embargo, cuando el número de sustituciones es
relativamente grande, el método a escoger es el UPGMA. Cuando la
velocidad de sustitución varía entre los linajes evolutivos, el método de la
distancia Wagner es ligeramente mejor que el de Fitch y Margoliash y el
IIJPGMA en la recuperación del árbol correcto, incluso cuando el número de
sustituciones es gande. El mejor método para estimar las longitudes de las
ramas es el UPGMA. Ello es debido a que la estimación de las distancias
genéticas está sujeta a grandes errores estocásticos, y el procedimiento de
hallar distancias medias del UPGMA reduce el efecto de este error en la
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estimación de las longitudes de las ramas. En general, el método de Farris
tiende a sobreestimar la longitud de las ramas (Tateno y col., 1982).
Al comparar el método de máxima parsimonia con los de matrices
de distancia, asumiendo un ritmo evolutivo constante y un número pequeño
de sustituciones por sitio, se observé que el método que con mayor
probabilidad recuperaba la topología correcta, era el de máxima
parsimonia. Sin embargo es de destacar, que el método de parsimonia sólo
es fiable si se examina un número grande de nucleótidos. Así, cuando se usa
DNA mitocondrial como fuente de secuencias y se conoce un organismo
claramente distinguible del resto, se necesitan al menos 2600 nucleótidos
para detenninar el árbol correcto. Cuando se usan genes nucleares, esta
cifra es mucho mayor dado que la velocidad de sustitución de nucleótidos es
menor. Este método deja de ser fiable cuando las secuencias analizadas son
lo suficientemente lejanas como para acumular fenómenos de paralelismo y
reversión, siendo entonces más fiables, la distancia Wagner, la modificación
de Farris del UPGMA (Saitou y Nei, 1986) o el método de unión por
vecindad.
El método de máxima verosimilitud es en general más eficiente
que el método de máxima parsimonia y, en particular, cuando el ritmo de
sustitución es variable. Sin embargo es ligeramente menos eficiente al
método de unión por vecindad. La eficiencia de este método depende
directamente del modelo de probabilidad escogido (Saitou e Imanishi, 1989).
3.2.5. Margen de confianza estadística de un árbol filogenético.
Los diversos métodos desarrollados para reconstruir filogenias a
partir de datos moleculares, rinden como resultado final la topología y la
longitud de las ramas de uno o unos pocos árboles, pero no proporcionan
información acerca del nivel de confianza estadística de la estimación Por
ello, se han diseñado métodos para evaluar la precisión con la que el árbol
obtenido refleja la filogenia verdadera en comparación con otros árboles
alternativos (Templeton, 1983; Felsenstein, 1985; Steel y col, 1993). Se
trata de un problema complejo ya que, por un lado, el número de árboles
alternativos posibles es muy grande incluso cuando se comparan un
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número moderado de especies y por otro, el tratamiento estadístico de los
datos no suele satisfacer los supuestos utilizados por el método de
construccion.
Los métodos estadísticos más utilizados actualmente para
establecer el margen de confianza de un árbol filogenético,
independientemente del método utilizado para su estimación, son los
denominados “Jacknife’ (Mueller y Ayala, 1982) y bootstrap’
(Felsenstein, 1985). Ambos, se basan en la generación al azar, de forma
iterativa de sustituciones en el grupo de datos a analizar, la obtención de
árboles a partir de estos estimados y en la construcción de un árbol
consenso. La idea esencial de estos métodos es que el grupo de estimados
generados al azar presenta una distribución estadística que se aproxima a
la distribución real. La estimación del número de veces que una rama
aparece en el total de árboles generados nos indica el límite de confianza
para esta rama. Si un 95% o más de los árboles, muestran la formación de
un grupo en ese punto, se puede asumir que el resultado es altamente
significativo. Como en todo método estadístico, cuanto mayor sea el número
de datos generados, la consistencia de la estimación estadística y, por lo
tanto, el grado de significación del árbol obtenido, aumenta.
3.3. Estudios evolutivos con DNA mitocondrial. Situación actual.
El DNA mitocondrial se ha convertido en una herramienta muy útil
en los estudios de genética molecular evolutiva debido a su reducido
tamaño, alto número de copias por célula, herencia materna y
comportamiento evolutivo (en vertebrados, la tasa de sustitución génica es
5-10 veces mayor en los genes mitocondriales que en los genes nucleares)
(Brown y col., 1979; Vawter y Brown, 1986). La existencia de genes
conservados (12S rRNA, 16S rRNA, Cyt b) en los que las sustituciones se
acumulan de forma aproximadamente constante, así como de regiones de
evolución rápida (D-loop) permite abordar estudios de tipo comparativo
tanto entre grupos distantes como dentro de taxones concretos.
Mi, la progresiva acumulación de secuencias completas de mtDNA
está permitiendo corroborar las relaciones filogenéticas ya establecidas
Introducción/ 42
entre muchas especies Además, cualquier gen mitocondrial puede ser
amplificado a partir de casi cualquier especie, gracias a la técnica de PCR,
lo que permite abordar directamente las cuestiones evolutivas más
candentes y aclarar, en parte, las numerosas incógnitas aún existentes en
algunos grupos de dificil clasificación.
El DNA mitocondrial ha sido particularmente útil a la hora de
estudiar en detalle las relaciones filogenéticas dentro del grupo de los
primates (Hixson y Brown, 1986; Hayasaka y col., 1988; Hasegawa y col.,
1990). Las secuencias de mtDNA permitieron establecer que la rama de
los primates, conducente al hombre, se separó de los prosimios (Lemures,
társidos) hace 66 millones de años (Myr). Hace 42 Mr los platirrinos
(monos ardilla) se separaron de los catarrinos; por otra parte, los
cercopitecos (macacos), el gibón, el oragután, el gorila y el chimpancé se
fueron separando sucesivamente hace 30, 17, 13, 5 y 4 Mr (Fig 16).
Hombre
Chimpancé
Gorila
Orangután
Gibón
Macaco bárbaro
Macaco comedor
de cangrejos
Macaco Rhesus
Macacojaponés
Mono ardilla
Társido
Lemur
Vaca
Ratón
1
Figura 16. Relaciones filogenéticas de los primates. (Hasegawa y col.,
1990). árbol filogenético obtenido por el método de máxima verosimilitud a partir de los
genes N04, tENA-fis, tENA-Ser (AGY) y tRNA-Leu (CUN). La longitud de las ramas es
proporcional al número estimado de sustituciones por nucleótido.
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Dentro de los ungulados, la secuenciación y comparación de los genes
mitocondriales que codifican para los RNAs ribosomales en varias especies,
ha permitido profundizar en la filogenia del suborden Pecora (Kraus y
Miyamoto, 1991) y en especial construir árboles evolutivos de las familias
Cervidae (Miyanoto y col., 1990) y Bovidae (Allard y col., 1992). De acuerdo
con los estudios realizados, el suborden Pecora (orden Artiodactyla) aparece
hace 23-28 Myr, a finales del oligoceno, y es a principios del mioceno (hace
16 Mr> cuando, coincidiendo con la aparición de la sabana como nuevo
biotopo en Africa, se produce la rápida diversificación de la familia bovidae.
Por otro lado, la obtención de la secuencia completa del mtDNA de la
ballena (Arnason y col., 1991) y su comparación con la secuencia completa
de la vaca (Anderson y col., 1982) y las secuencias parciales (citocromo b)
de diversos ungulados (Irwin y col., 1991), ha permitido clasificar a los
cetáceos como un grupo monofilético, estrechamente relacionado con el
orden Artiodactyla, del que se separó hace 10 Myr (Fig 17 a) Además,
mediante PCR se han obtenido secuencias parciales de los genes 12S rRNA
y 16 5 rRNA de 16 especies de cetáceos. La comparación de estas
secuencias por los métodos de máxima parsimonia, máxima verosimilitud y
unión por vecindad ha permitido realizar un árbol filogenético del taxón (Fig.
17 b). Sorprendentemente, la tradicional división de los cetáceos en los
subordenes Odontocetí y Mysticeti, no es corroborada por los datos
moleculares obtenidos (Milinkovitch y col., 1993).
Una cuestión evolutiva enormemente discutida, ha sido el origen de
los tetrápodos (vertebrados terrestres) a partir de los peces. Los estudios de
morfología comparada relacionan a los tetrápodos con los peces del
superorden Sarcopterigii. Sin embargo, no permiten aclarar cuál de los dos
ordenes incluidos en este superorden, Crosopterigii (celacanto) o Dipnoi
(peces pulmonados) está más relacionado con el origen de los tetrápodos. Se
ha podido amplificar y secuenciar por PCR parte de los genes 128 rRNA y
Cyt b del DNA mitocondrial de un teleósteo (superorden Actinopterigii), un
pez pulmonado sudamericano y el celacanto. El alineamiento de las
secuencias obtenidas con la secuencia completa del DNA mitocondrial de
Xenopus laevis, y su posterior comparación mediante los métodos de
máxima parsimonia, unión por vecindad y distancia Wagner, ha permitido
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establecer un árbol filogenético (Fig. 18 a) en el que el origen de los
tetrápodos se sitúa más cerca de los peces pulmonados que del celacanto
(Meyer y Wilson, 1990). Estudios más recientes (Hedges y col., 1993)
establecen con mayor precisión el origen de los tetrápodos, al haber donado
el gen para el 16S rRNA en las especies anteriormente citadas, y ampliar el
análisis a especies australianas y africanas de peces pulmonados (Fig. 18
b).
Ratón
RataPeces pulmonados Ballena
Foca
Vaca
Tetrapodos Hombre
(Xenopus lanis ) Pollo
Xenopus laevis
Celacanto Pez pulmonado (Australia)
Pez pulmonado (Sudamérica
Pez pulmonado (Africa)
Actinopterygii Celacanto
Actinopterygii
a
Figura 18. Relaciones filogenéticas entre los peces vivos y las
tetrápodos. a) Se representa el árbol filogenético obtenido por el método de máxima
parsimonia, resultante de comparar las secuencias de parte de los genes mitocondriales
del Citocromo b y 12S rENA de un pez pulmonado (Lepidosiren paradoxa), el
celacanto (Latimeria chalumnae), un tetrápodo (Xenopus taevis) y un teleósteo
(Cichlasoma citrinellum). Modificado de Meyer y Wilson <1990). b) Arbol ohtenido por
el método de unión por vecindad a partir de la comparación de las secuencias de los
genes 12S, 165 y parte del cyt b de diversos tetrápodos y peces sarcopterigios. Se
analizan especialmente las especies de peces pulmonados africana (Protopterus sp.),
sudamericana (Lepidosiren paradoxa) y australiana (Neoceratodus forsteri).
(Hedges y col., 1993).
EL mtDNA también se ha utilizado en estudios de divergencia
genética y especiación de poblaciones. En estos casos se comparan zonas
del DNA mitocondrial de evolución rápida como es el caso de la región del
b
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D-loop. Este tipo de análisis, primeramente, se aplicó en estudios sobre las
diferentes razas y poblaciones humanas (DiRienzo yWilson, 1991) y sólo
recientemente en el estudio de peces. Es de destacar el estudio, aplicando el
método UPGMA, de las relaciones filogenéticas entre las especies de los
géneros Oncorhynchus y Salmo (Thomas y Beckenbach, 1989). Así
mismo, se ha estudiado la distribución del celacanto en el mar Indico
comprobándose que todos los individuos pertenecen a una misma población
(Schllewen y col., 1993). El caso contrario se ha descrito para los peces del
género Troplieus (Cichbdae) que viven en el Lago Tanganica. Aunque todos
los individuos estudiados presentan la misma morfología, el análisis por
PCR de parte de la región de control del DNA mitocondrial y del gen del
citocromo b revela una sorprendente divergencia genética entre las
poblaciones del lago y un fuerte proceso de especiación (Sturmbauer y
Meyer, 1992).
Finalmente, merece ser mencionado que, aunque la mayoría de los
estudios sobre filogenia molecular basados en el DNA mitocondrial se han
centrado en los vertebrados superiores, la tendencia existente es retroceder
paulatinamente en la evolución e ir aclarando, progresivamente, la filogenia
de los peces (Digby y col., 1992), los vertebrados inferiores (Martin y col.,
1992; Martin, 1993) y los invertebrados (Cunningham y col., 1992; Crozier
y Crozier, 1993; Valverde, 1993), quedando como reto para el futuro, el
abordaje de las relaciones evolutivas en el, aún poco conocido, reino protista.
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1. MATERIAL.
1.1. Material biológico.
Para el desarrollo del presente trabajo se han utilizado truchas arco
iris (Oncorhynchus mykiss) procedentes de las piscifactorias que Piszolla
S.L tiene en Zorita de los Canes (Guadalajara) y Cimballa (Zaragoza) Los
ejemplares empleados eran adultos y su peso oscilaba entre 200 y 400 gr.
La extracción de los hígados se realizó mediante incisión en la línea
medioventral.
1.2. Productos químicos y bioquímicos.
Los productos utilizados en la elaboración de medios de cultivo:
bactotriptona, extracto de levadura y agar fueron suministrados por la casa
comercial Difco. La ampicilina se obtuvo de Sigma mientras que el X-Gal y
el IPTG de Promega.
Las endonucleasas de restricción, principalmente EcoRí, Hindilí,
BamHI, PstJ y PvuIl, así como la T4 DNA ligasa, el fragmento Klenow y la
polinucleótido quinasa fueron suministradas por Promega, la matriz
Sephadex G-50 por Sigma. Los reactivos para electroforesis de DNA:
agarosa y bromuro de etidio se obtuvieron de Sigma. Los reactivos
utilizados en la reacción de PCR fueron suministrados por Boehringer
Mannheim (dNTPs), Sigma (aceite mineral) y Fynnenzyme (DNA
polimerasa termoestable). La extracción a gran escala de DNA plasmídico
se realizó con las columnas QIAGEN-tiplOO suministradas por la casa
comercial IZASA. El kit con la T7 DNA polimerasa para la secuenciación es
de Pharmacia-Biotech. Los geles de secuenciación se realizaron con
acrilamida, N,N-metilenbisacrilamida, TEMED y persulfato amónico de la
compañía Bio-Rad. El [a-35S]dCTP necesario para la secuenciación, se
consiguió a través de Nen Research.
Los reactivos utilizados en la extracción y caracterización del
mtRNA estaban libres de RNasa. El hidróxido de metilmercurio es de
productos Alfa, Johnson Matthey GmBH (Karlsruhe, Alemania). Las
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membranas de nitrocelulosa utilizadas en la transferencia del RNA
(Hybond) y el [ct-32P]dCTP empleado en las hibridaciones proceden de
Amersham, así como la película Hyperfilm.
Los disolventes órganicos, sales y demás reactivos utilizados para
este trabajo proceden de las casas Merck, Panreac y Sigma. Las distintas
disoluciones y tampones se prepararon con agua destilada o Milli Q
(Millipore). Todos los compuestos y sustancias utilizadas presentaban el
mayor grado de pureza disponible comercialmente.
1.3. Vectores y estirpes bacterianas.
En el clonaje del mtDNA, se utilizó como vector el plásmido pUC 18
suministrado por Boehringer-Mannheim. Se trata de un plásmido
multicopia (carece del gen rop implicado en el control de la replicación) que
confiere resistencia a ampicilina. Se caracteriza por poseer un fragmento
del gen lacZ de E. col¿, denominado lacZ’, que contiene la región del
promotor-operador del gen, un polilinker con múltiples sitios de clonaje (Hg.
19 a) y la secuencia codificante del extremo amino-terminal de la
13-galactosidasa. La inserción de fragmentos de DNA en cualquiera de los
sitios únicos de restricción del poliiinker conlíeva la pérdida de ffincionalidad
de lacZ’ y los clones recombinantes pierden la capacidad de formar colonias
de color azul en medios de cultivo sólidos con X-Gal e IPTG (Yanisch-Perron
y col., 1985).
El clonaje de los productos de PCR se realizó con el plásmido
pGEM-T. Se trata de un vector de características similares al pUC 18, pero
con diferentes sitios únicos de restricción en el polilinker (Fig. 19 b). El
plásmido es suministrado por Promega cortado y con desoxitimidinas en los
dos extremos 3’ del corte, que son las que se unen a las desoxiadenosinas
añadidas inespecíficamente en los extremos 3’ de los productos de PCR por
algunas DNA polimerasas termoestables, permitiendo el clonaje.
La estirpe bacteriana utilizada como hospedadora fue E. coli dM109
cuyo genotipo es: recAí endAl gyrA96 thi hsdRl7 supE44 reí Al A
(lac-proAB) [F’tra D36 proAB+ lac Iq lacZAM15]. Se trata de una cepa no
recombinante carente del sistema de restricción, que contiene en el
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cromosoma el gen lacZ inactivado por deleción. Este gen también se
encuentra en el episoma pero con la deleción MiS que se complementa
concon el gen lacZ’ de pUC18 y pGEM-T. Esta cepa se obtuvo de Boehringer
Mannheim.
14. Equipo utilizado.
Los aparatos más relevantes utilizados en la realización de este
trabajo de investigación han sido los siguientes:
- Agitadores orbitales.
- Homogeneizador eléctrico Braun Potter 5.
- Baño termostático con agitación Unitronic 320 OR,
PSelecta.
- Centrífuga Beckman J2-21 y rotor JA-20.
- Espectrofotómetro PYE-Unicam UV/VIS PU 8800.
- Cubetas y fuente de electroforesis de Pharmacia-
Biotech.
- Transiluminador 2011 Macrovue, Pharmacia-Biotech.
- Termociclador automático Minicycler, Md Research.
- Microcentrífuga Sorvail (Dupont).
- Contador Geiger PUG-1 (Technical associates).
- Cámara instantánea Polaroid DS 34.
- Secuenciador Macrophor 2010, Pharmacia-Biotech.
- Ordenadores VAX-VMS Digital DEC 3000 (Alpha) del
Centro de Biología Molecular (CSIC/ Universidad Autónoma
de Madrid) y del Centro Nacional de Biotecnología.
- Secuenciador automático AIF , Pharmacia-Biotech.
- Sintetizador de oligonucleótidos Gene Msembler Plus,
Pharmacia-Biotech.
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2. METODOS.
2.1. Aislamiento de mitocondria4s (Lansman y col., 1981).
Una buena extracción de mtDNA se basa en una eficiente
separación de los núcleos intactos (con el DNA nuclear) del resto de
componentes citoplasmáticos. Por eso, como fuente de mtDNA se eligen
tejidos tales como hígado, riñón y corazón en los que la rotura de la
membrana citoplasmática no afecta a la integridad de la envoltura nuclear.
Así mismo es conveniente utilizar tejidos ftescos o conservados a 40C, ya
que la congelación rompe la membrana nuclear, reduciendo hasta un 50% el
rendimiento de la extraccion.
La separación de los núcleos y la posterior purificación de las
mitocondrias se realizó mediante una centrifúgación diferencial. Para ello, el
hígado de trucha fue cortado en porciones de alrededor de 2 gr y
homogeneizado en 10 ml de tampón MSB (Manitol 0.21 M, Sacarosa 0.07 M
y Tris-HCl 0.05 M pH 7.5) en presencia de CaCI
2 3 mM. Posteriormente se
añadió EDTA hasta una concentración final de lOmM. La presencia de Ca2+
durante la homogeneización reduce la rotura de los núcleos; la adición de
EDTA minimiza la agregación de las mitocondrias y además inhibe la
actividad de las posibles nucleasas presentes.
Los núcleos y restos celulares fueron eliminados del homogeneizado
mediante dos centrifugaciones sucesivas a 700 x g durante 5 mm. Las
mitocondrias fueron recuperadas del sobrenadante con una centrifugación
de 10 mm a 10000 x g. El sedimento fue lavado 3 veces con 20 ml de
tampón MSB en presencia de EDTA 10 mM y de nuevo recuperado
mediante una centrifugación. Todas las centrifugaciones se realizaron a
4”C.
22. Extracción de mtDNA (Palva y Palva, 1985).
El sedimento altamente enriquecido en mitocondrias fue resuspendido
en 200 gí de tampón GTE (Glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8.0 y
EDTA 10 mM) y 7 jal de RNasa A (10 mg/mi). Para lisar las mitocondrias y
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desnaturalizar el DNA nuclear contaminante se añadieron 400 >.d de una
solución recién preparada de NaOH 0.2 M y 1% de SDS, se mezcló
suavemente para evitar la rotura del mtDNA y se incubó 5 mm en hielo. Se
detuvo la lisis con la adición de 300 pl de acetato potásico 3M pH 4.8 y tras
2 muí a -700C se centrifugó 10 mm a 10000 x g a 40C.
Se recuperó el sobrenadante con el mtDNA y con el fin de eliminar
contaminantes de origen proteico se mezclé con 1 ml de fenol saturado en
agua. Una centrifugación de 5 mm a 10000 x g permitió separar las fases.
Se recuperó la fase acuosa y se repitió la extracción fenólica. Con el objeto
de eliminar cualquier resto de fenol en la fase acuosa, se añadió 1 ml de una
solución cloroformo:isoamílico, 24:1. Se recuperó de nuevo la fase acuosa y
se añadierón 0.6 volumenes de isopropanol. Una incubación de 5 mm a
-700C y una centrifugación de 10 mm. a 10000 xg permitieron recuperar el
mtDNA en forma de precipitado, que una vez lavado con 200 ¡.11 de etanol
70%, se resuspendió finalmente en 15 pl de TE (Tris-HCl 10 mM pH 8.0 y
EDTA 1 mM).
2.3. Cromatografia en Sephadex G-50 mediante centrifugación.
(Sambrook y col., 1989).
Los métodos desarrollados para el aislamiento de DNA no permiten
conseguir una purificación perfecta y, en muchas ocasiones, los
contaminantes arrastrados en el proceso de extracción pueden actuar como
inhibidores en reacciones posteriores. Por ello, el mtDNA extraído fue
cromatografiado en una columna de Sephadex G-50 con el objeto de eliminar
sales, proteínas, fenol, etc.
La resma fue equilibrada en tampón TE y empaquetada en una
jeringa de plástico de 1 ml mediante una centrifugación de 1 muí a 2000 x g.
A continuación, se lavó añadiendo 1 ml de TE y centrifugando 3 mm a 2000
x g. Finalmente, se aplicó la muestra en la columna y se centrifugó de nuevo
3 mm a 2000 x g con el fin de recuperar el mtDNA limpio en el eluido.
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2.4. Extracción de mtRNA (Attardi y Montoya, 1983>.
Para evitar la degradación del mtRNA por RNasas, es necesario que
todo el material y tampones utilizados en la extracción estén estériles. El
sedimento con las mitocondrias lavadas fue resuspendido en 4 ml de tampón
pronasa (Tris-HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM y NaCí 150 mM) e incubado
5 muí en hielo en presencia de pronasa a una concentración final de 100
gglml. A continuación se añadió SDS hasta una concentración final del 2% y
posteriormente se incubó durante 30 ruin a temperatura ambiente. Tras la
incubación se añadieron 4 ml de una solución de fenol: cloroformo: alcohol
isoamílico, 25:24:1. Se agitó fuertemente durante 5 mm y se centrifugó a
5000 x g durante 5 ntn. Se recuperó la fase acuosa y se repitió la extracción
fenólica. Posteriormente, se recuperó de nuevo la fase acuosa y se
añadieron 2 volúmenes de etanol a ~20oC.Se incubé 2 horas a ~70oCy se
centrifugó a 10000 x g durante 30 mm para recuperar el mtRNA
precipitado, que se resuspendió en 500 II de TE.
2.5. Cromatografía con oligo(dT) - celulosa (Aviv y Leder, 1972).
A diferencia de los rRNAs y tRNAs mitocondriales, los mRNAs
presentan colas polí (A) en sus extremos 3’ y por ello pueden ser purificados
mediante una cromatografía de afinidad con oligo(dT)-celulosa. Para ello, se
resuspendieron 0.1 gr de la matriz en 25 mi> de NaOH 0.1 N. Se preparó una
columna con 5 ml de la solución y una vez empaquetada se lavó con 10 ml
de tampón salino ( Ths-HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM y NaCí 0.15 M).
El mtRNA total se desnaturalizó mediante incubación a 650(3
durante 5 mm y posterior incubación en agua/ hielo. Se le añadió NaCí
hasta una concentración fina] 0.15 M y se aplicó sobre la columna. A
continuación se pasaron 8 ml del tampón saluío y se recogió el eluido con las
especies de mtRNA no poliadeniladas (A-). Las especies poliadeniladas (A~)
retenidas en la columna fueron eluidas mediante la adición de 8 ml de TE, se
desnaturalizaron a 650(3, se les añadió NaCí hasta una concentración final
de 0.15 M y de nuevo fueron cargadas en la columna previamente
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equilibrada con 8 mil de tampón salino. La adición de 8 ml de TE permitió
recuperar los mtRNAs oligo o poliadenilados.
Tanto las especies poliadeniladas como las no poliadeniladas fueron
precipitadas mediante la adición de 2 volunenes de etanol a ~20oCy la
incubación a ~7OoC durante 2horas. En e] caso de la fracción poliadenilada
se añadieron previamente 20 ~ig de tRNA de levadura para favorecer la
precipitación. Una centrifugación a 10000 x g de 30 mm permitió recuperar
las fracciones A- y A~ que fueron resuspendidas en 250 pl de TE. Las
especies A~ fueron de nuevo precipitadas y resuspendidas en 25 pl de TE.
2,6. Determinación analítica de DNA y RNA.
- Cuantitativa: La concentración de ácidos nucleicos se valoró
midiendo la absorbancia a 260 mr de alícuotas con 2 y 4 jal de DNA o RNA
diluidos en 600 pl de agua. 1 Unidad de Absorbancia de DNA a esa longitud
de onda equivale a una concentración de 50 ag/ml. 1 unidad de absorbancia
de RNA a 260 nm equivale a 42 gg/ml (Brown, 1991).
- Cualitativa: Para visualizar el DNA se realizaron geles de
agarosa al 0.8 y 1.5 % en tampón TBE (Tris-HCI 89 mM pH 8.2, ácido
bórico 89 mM y EDTA 2.5 mM) con bromuro de etidio a una concentración
de 0.3 gg/ ml. Los marcadores de peso molecular utilizados frieron ?4.HindIII
y 0X174 Haelil. Las electroforesis se realizaron en TBE a un voltaje
constante de 80 voltios. El DNA se visualizó con luz ultravioleta y los geles
fueron fotografiados para su posterior análisis. (Andrews, 1991).
Para visualizar el RNA se realizaron geles de agarosa al 1.4% en
tampón Borato (ácido bórico 50 mM, tetraborato sódico 5 mM, sulfato
sádico 10 mM y EDTA 0.1 mM> con hidróxido de metilmercurio (CHgHgOH)
5mM tratado con amberlita (Fernández-Silva y col., 1992). Las
electroforesis se corrieron a un voltaje constante de 120 voltios con
recircularización del tampón. E] gel fue teñido mediante incubación de 20
muí en una solución de acetato amónico 0.2 M con 2 ~.¡g/mlde bromuro de
etidio y posteriormente lavado 2 ó 3 veces con agua destilada. El RNA se
visualizó con luz ultravioleta y los geles fueron fotografiados para su
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posterior análisis.
2.7. Clonaje (Thomas y Beckenbach, 1989).
Para donar el mtDNA de trucha se eligió como vector el plásmido
pUC18. Una solución que contenía 1 ¡tg de mtDNA y 0.2 gg de pUCl8 fue
digerida con 1-3 unidades del enzima de restricción apropiado en un volumen
final de 20 fil. Tras una incubación de 2 horas a 370(3, el enzima de
restricción fue extraído con fenol. Los restos de fenol, sales y otros
contaminantes fueron eliminados pasando la mezcla a través de una
columna de Sephadex U-SO. Se añadieron 2 gí de acetato sódico 3M pH 6.8 y
40 iii de etanol y se incubó a ~70oC durante 5 mm para precipitar los
fragmentos de DNA resultantes de la digestión. Tras una centrifugación
delO ruin a 10000 x g, el DNA fue lavado con una solución de etanol al 70%
y resuspendido en 8 gí de tampón de ligamiento {Tris-HCl 30 mM pH 7.8,
MgCI2 10 mM, DTT 10 mM y ATP 1 mM). A continuación, se añadieron 3
unidades de T4 DNA ligasa, se incubó 3 horas a 150(3, de nuevo se añadieron
3 unidades más de T4 DNA ligasa y se dejó toda la noche a 4o(3~
2.8. PCR (Saiki y col., 1988).
Las regiones del mtDNA de trucha que no pudieron ser donadas
directamente en el plásmido pUC18 fueron amplificadas mediante la
reacción de la polimerasa en cadena (PCR) y a continuación donadas en el
vector pGEM-T. En cada reacción, a 47 jal de tampón de PCR (50 mM KCl,
10 mM Tris-HCl pH 8.3, 1.5 mM MgCl2, 0.001% gelatina, 0.05% Nonidet
P40, 0.05% Tween 20, 300 iM de cada dNTP) se añadieron sucesivamente
0.1 ~tgde mtDNA, 1 unidad de DNA polimerasa termoestable y 150 ng de
cada uno de cebadores diseñados a partir de secuencias conocidas del
mtDNA de trucha.
Con el fin de evitar la evaporación se añadió una fina capa de aceite
mineral y después de un breve calentamiento de 2 mm a 94 0(3 para
desnaturalizar completamente el mtDNA, se realizaron 35 ciclos cada uno
con las siguientes etapas: 1 mm a 94 0(3 (desnaturalización), 1 mm a 50 ~(3
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(anillamiento) y 1 mm a 72 0(3 (elongación). Finalmente se incubó la
reacción a 72 0(3 durante 10 mm con el fin de elongar cualquier producto
inacabado. Los productos de PCR obtenidos fueron analizados en geles de
agarosa al 1.5% y aquellos que presentaban el tamaño esperado fueron
ligados al vector pGEM-T con el mismo protocolo utilizado en el clonaje del
mtDNA.
2.9. Obtención de células competentes (Hanahan, 1983).
Los plásmidos recombinantes obtenidos en el clonaje del mtDNA y
los fragmentos de PCR, fueron introducidos en la bacteria E. coli JM
109.Para ello, fue necesario previamente, someter a esta bacteria a un
tratamiento que le hiciese ser más receptiva a la entrada del vector. Una
colonia deE. coli dM109 fue inoculada en SmI de SOB (Bactotriptona 2%,
extracto de levadura 0.5%, NaCí 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl2 10 mM y
MgSO4 10 mM) y cultivada durante una noche a 37O(3~ Un alícuota con 200
iii de este cultivo fue sembrado en 10 ml de medio SOB fresco e incubado a
370(3 hasta que la densidad óptica alcanzada a 550 mr fue de 0.45- 0.55
(equivalente a 4 - 7 x 10~ células/ ml).
Una vez enfriado el cultivo en hielo, las células fueron recogidas
mediante una centrifugación de 10 mm a 4500 x g. El sedimento fue
resuspendido en 800 gí de tampón TFB (KCl 100 mM, MnCl - 4H20 45 mM,
CaCl2 - 2H20 10 mM, HACoCl3 3 mM y K-MES 10 mM) e incubado en
hielo durante 15 ruin. Tras una centrifugación de 10 mm a 4500 x g, las
células fueron resuspendidas en 200 gí de TFB. Se añadieron 7 pl de una
solución DnD [90% (y 1 y) de dimetilsulfóxido, ditiotreitol 1M, acetato
potásico 10 mM] y se incubó durante 15 mm en hielo. Se repitió el
tratamiento con DnD tras el cual, se considera que las bacterias han
adquirido el estado de competencia.
2.10. Transformación (Hanahan, 1983).
A cada una de las reacciones de ligamiento se añadieron 50 ití de
bacterias competentes y se incubó la mezcla durante 30 mm en hielo. Se
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sometió a un choque térmico de 90 sg a 420(3. Con el fin de posibilitar la
reparación de las paredes celulares de las bacterias, estas fueron incubadas
en un medio rico 80(3 (SOB suplementado con glucosa 20 mM) a 370(3
durante 45 mm. A continuación fueron sembradas en placas de LB que
contenían ampicilina a una concentración final de 50 ~g/ ml. Justo antes de
la siembra a cada placa se le añadieron 40 pl de una solución de X-gal al 2%
en dimetilformamida y 25 pl de IPTG. Las placas fueron cultivadas toda la
noche a 370(3
2.11. Análisis de recombinantes (Sambrook y col., 1989).
Las colonias recombinantes se reconocen por carecer de color azul al
no poder metabolizar las bacterias que las componen el X-gal por contener
un inserto en el vector pUC18. Estas colonias fueron cultivadas a pequeña
escala y su DNA plasmídico extraído. Para poder ratificar la presencia de
inserto en los plásmidos, se realizó una digestión de 2 horas a 370(3 con el
mismo enzima utilizado en el clonaje. Una electroforesis en geles de agarosa
al 0.8% permitió identificar aquellos clones que contenían los insertos
buscados, así como su tamano. Estos clones fueron cultivados a gran escala
y su DNA plasmídico fue extraído para ser secuenciado.
2.12. Extracción de DNA plasmídico.
- A pequeña escala (ntniprep): La extracción de DNA plasmídico de
los clones seleccionados se realizó de acuerdo con el método de Birboim y
Doly (1979). Cada colonia fue inoculada en 5 ml de Terrific Broth (Tartof y
Hobbs, 1987) y cultivada durante toda la noche a 37o(3• Las células fueron
recogidas mediante una centrifugación a lOOOOx g de 1 mm y resuspendidas
en 200 pl de GTE. A continuación se procedió a lisar las bacterias mediante
la adición de 200 pi de una solución recién preparada de NaOH 0.2M, SDS
1%. Se mezcló por inversión para evitar la rotura del DNA plasmídico. Tras
una incubación de 5 mm en hielo, la lisis alcalina fue detenida mediante la
adición de 200 pl de acetato potásico 3M pH 4.8. Una incubación de 15 mm
en hielo, consiguió precipitar los restos celulares, y el DNA cromosómico
Material y Métodos! 58
desnaturalizado por el NaOH y una centrifugación de 5 mm a 10000 x g
permitió eliminar este precipitado. El sobrenadante fue sometido a una
extracción fenólica para eliminar proteínas y a continuación, el DNA
plasmidico fue precipitado mediante la adición de 2 volúmenes de etanol frío
(a ~20oC) y la incubación en hielo durante 10 mm. El DNA fue recuperado
mediante una centrifugación de 10 mm a 10000 x g. Se lavó con 200 ~l de
etanol al 70% y se resuspendió en 50 gí de TE. Alícuotas de 5 ~ilfueron
utilizados para el análisis de restricción y la secuenciación manual.
- A gran escala (midi y maxiprep): La secuenciación automática
requiere DNA de gran pureza en grandes concentraciones. La forma
tradicional de obtener DNA con estas características era someter el DNA
extraído de cultivos de hasta 500 ml a una ultracentrifugación durante al
menos 16 horas en un gradiente de cloruro de cesio. Este procedimiento
altamente tedioso y caro ha sido sustituido recientemente por la aparición
de columnas con matrices capaces de purificar el DNA a partir de, tan sólo,
100 ml de cultivo con una calidad similar a la obtenida por el método
antiguo. En nuestro caso se utilizaron las columnas Quiagen que permiten
obtener 50 pi de DNA plasmídico con concentraciones entre 1 - 4 mg! ml
libre de proteínas, DNA cromosómico, RNA y sales.
2.13. Marcaje de sondas.
Con el fin de identificar las distintas especies de mtRNA que
aparecen en los geles de hidróxido de metilmercurio se realizaron
hibridaciones utilizando sondas diseñadas para reconocer exclusivamente
un único gen. Fragmentos de restricción con un tamaño variable entre 80 y
1500 nucleótidos fueron desnaturalizados y marcados al azar mediante
incubación a 370(3 con hexanucleótidos, dNTPs y [ct-32P]dCTP(3000 Ci!
rumol), en presencia del fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E. cali.
Al cabo de 1 hora, se pasaron los fragmentos marcados a través de una
columna de Sephadex U-SO con el fin de eliminar los nucleótidos radioactivos
no incorporados. La eficacia del marcaje sr comprobó con un contador
Geiger.
Material y Métodos! 59
2.14. Transferencia a membrana e hibridación del RNA (Thomas,
1983).
La transferencia de RNA desde geles a membranas de nitrocelulosa
(Northern) se realizó por capilaridad en presencia de 2OxSSC (3M NaCí,
0.3M Citrato trisódico) durante 16 horas según el siguiente esquema:
Peso
Cristal
Toallas de papel
Whatmann 3MM
Membrana
Gel
No se realizó ningun tratamiento previo del gel para eliminar el
hidróxido de metilmercurio. Terminada la transferencia, la membrana se
dejó secar al aire y el RNA fue fijado mediante cocción a 800(3 durante 2
horas dentro de una bolsa de plástico que contenía 10 ml de una solución con
formamida al 50%, SxDenharts (looxDenhardts: 2% ficolí, 2% polivinil-
pirrolidona y 2% BSA), 5xSSC, 0.1% SDS y 200 ~xgImlde DNA de esperma
de salmón sonicado y desnaturalizado. Se selló la bolsa y se incubó a 420(3
durante al menos 1 hora.
Para la hibridación, se retiró el líquido de la bolsa. Las sondas se
desnaturalizaron mediante incubación durante 5 mm a 1000(3 y posterior
incubación en agua! hielo y se mezclaron con 2 ml de solución de hibridación
(50% formamida, lxDenharts, 5xSSC, 0.1% SDS y 200pg/ml de DNA de
esperma de salmón). Se añadieron a la bolsa con la membrana y se incubó
durante 16 horas a 42o>C.
Seguidamente, el filtro fue lavado con 2xSSC, 0.1% SDS durante 15
mm, primero a temperatura ambiente y después a 650(3. Finalmente, la
membrana sin secar fue expuesta a una película de Rayos X a ~80oC en
presencia de una pantalla intensificadora y se observaron los resultados a
las 2-16 horas.
2OxSSC
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2.15. Síntesis de oligonucleótidos.
La síntesis de los oligonucleótidos utilizados en la secuenciación o el
PCR se realizó de manera automática en el aparato Gene Assembler Plus
de Pharmacia Biotech. El proceso esta basado en la reacción de
condensación entre el grupo hidroxilo en posición 5’ de un nucleátido y el
fosfato en posición 3’ de otro. Con el fin de evitar que los grupos hidroxilo del
agua compitan con los del azúcar, el acoplamiento se realiza en condiciones
de absoluta ausencia de agua en disolventes orgánicos, normalmente
acetonitrilo.
Sin embargo, los nucleótidos son extremadamente hidrofílicos y, por
tanto, insolubles en acetonitrilo. La protección de los sitios reactivos de los
nucleótidos con grupos hidrofóbicos elimina este problema. El hidroxilo en
posición 5’ es protegido con 4,4’-dimetoxitritilo (DMTr). Los grupos amino
primarios de las bases nitrogenadas son protegidos transformándo]os en
grupos amida. El hidroxilo del grupo fosfato es protegido usando B-cianoetilo.
Un nucleótido completamente protegido se denomina arnidita.
La síntesis automática consiste en ciclos de desprotección-
condensación de los nucleótidos a partir de la primera amidita que se
encuentra unida a un soporte sólido. Una vez sintetizado el oligonucleátido,
se produce la desprotección final y la separación del soporte mediante una
incubación en amoniaco. Finalmente, el oligonucleótido es purificado
mediante cromatografía en Sephadex U-25.
2.16. Secuenciación manual (Tabor y Richardson, 1987).
El método más empleado para secuenciar el DNA se basa en la
imposibilidad por parte de las DNA polimerasas de elongar una cadena de
DNA en la que se hayan incorporado 2’, 3’ didesoxinucleótidos (Sanger y col.,
1977). La región de DNA que se secuencia viene determinada por el cebador
elegido. Todas las cadenas nacientes de DNA se originan a partir de este
cebador, generándose fragmentos que difieren en una base y pueden ser
separados en un gel e identificados por el ddNTP terminal. Aunque
Material y Métodos! 61
originalmente se utilizó el fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E.
cali, en la actualidad ha sido sustituida por la DNA polimerasa del fago T7
por tener una mayor procesividad y una menor actividad exonucleasa. Dada
la capacidad de este enzima por incorporar ddNTPs con la misma facilidad
que dNTPs, se hace necesario en la práctica dividir las reacciones de
secuenciación en dos etapas, una de marcaje y extensión, sin ddNTPs y otra
de terminación en presencia de los ddNTPs.
En la secuenciación manual se puede utilizar indistintamente DNA
procedente de “mxm” o “midipreps”. Normalmente, se parte de 1.5 -2 gg de
DNA en un volumen de 10 ~l. Se añade NaOH hasta una concentración
final de 400 mM y se incuba durante 10 ruin a temperatura ambiente para
desnaturalizar el DNA. Se neutraliza la reacción con 0.1 volúmenes de
acetato sódico 3M (pH 4.8) y se precipita el DNA con 2.5 volúmenes de
etanol durante 15 mm a ~70oC.Tras el lavado con etanol al 70% se seca el
sedimento al vacío y se resuspende en 10 ~il de agua (Hattori y Sakaki,
1985).
A continuación, se añaden 8 ng del cebador apropiado y se realiza su
aniilaniiento al DNA mediante una incubación de 20 mm a 370(3 y de 10 mm
a temperatura ambiente. La reacción de marcaje se realiza mediante una
incubación de 5 mm a temperatura ambiente de la solución de DNA en
presencia de dNTPs, T7 DNA polimerasa y 10 gCi de 355 - dCTP.
Finalmente, el producto de esta reacción es añadido a cuatro mezclas que
contienen los cuatro dNTPs y uno de los ddNTPs. Se incuba 5 mm a 370(3 y
se detiene la reacción adicionando formarnida.
2.17. Secuenciación automática (Ansorge y col., 1987)
Al igual que la secuenciación manual, la secuenciación automática
está basada en el método de Sanger (1977). En este caso, un oligonudeótido
marcado en su extremo 5’ con fluoresceína es elongado por la T7 DNA
polimerasa en cuatro reacciones independientes cada una en presencia de
un 2’, 3’ didesoxinucleótido diferente (ddATP, dd(3TP, ddGTP y ddT’I’P). Las
reacciones son cargadas en un gel de poliacrilamida al 6%, urea 7M.
Durante la electroforesis, las bandas de DNA migran por el gel y emiten
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fluorescencia al ser excitadas por un rayo laser colocado en sentido
perpendicular al gel. La fluorescencia emitida es detectada por
fotodetectores localizados detras del gel y a continuación digitalizada y
procesada por un ordenador (Fig. 20).
2.18. Análisis de secuencias.
El análisis de la secuencia correspondiente al mtDNA de trucha fue
realizado con el paquete de programas GCG de la Universidad de Wisconsin
(Deveraux y col., 1984) en los ordenadores Vax del CNB (Centro Nacional de
Biotecnología) y el CBM (Centro de Biología Molecular).
Las secuencias fueron introducidas y editadas con el programa
SeqEd. La identificación de los genes se realizó con los programa Map y
Tranalate. Los sitios de restricción fueron localizados con el programa
Map. La composición en bases y el uso de codones del mtDNA se
obtuvieron con los programas Composition y Codon Frequency
respectivamente.
En la búsqueda y obtención de secuencias en los bancos de datos se
manejaron los programas StringSearch y Fetch. El alineamiento de
secuencias se realizó con el programa Gap que utiliza el algoritmo de
Needieman y Wi.msch (1970). El programa FastA (Pearson y Lipman,
1988) se utilizó para realizar las búsquedas por similitud de secuencia en los
bancos de datos GenBank, EMBL y SwissProt.
Los árboles filogenéticos fueron generados con el programa PileUp
del paquete GCG y los programas Phylip (Felsenstein, 1989) y Clustal y
(Higgins y Sharp, 1989) que tienen implementados los algoritmos de los
métodos de máxima parsimonia, unión porvecindad y máxima probabilidad.
Finalmente, el programa MacMolly (Soft Gene, Berlin) fue utilizado
para establecer posibles modelos de plegamiento de proteínas.
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1. EXTRACCION DEL mtDNA DE TRUCHA ARCO IRIS.
Con el objeto de donar y secuenciar el mtDNA de la trucha arco iris
se extrajeron los hígados de varios ejemplares adultos de esta especie.
Debido a lo laborioso del proceso, no se pudo extraer inmediatamente el
mtDNA de todos ellos por lo que algunos fueron guardados 16 horas a 40(3
antes de ser utilizados. A partir de estos hígados se obtuvieron las
mitocondrias por centrifugación diferencial (Lansman y col., 1981) y el
mtDNA por el método de lisis alcalina (Palva y Palva, 1985). No se
apreciaron diferencias significativas en el rendimiento de extracción, tanto
de las mitocondrias como del mtDNA, según el hígado fuese reciente o
conservado a 40(3
Las truchas de 200-400 gr de peso poseían un hígado de
aproximadamente 4 gr, del que normalmente se extrajeron entre 5 y 10 ~tg
de mtDNA. Al analizar electroforeticamente sobre geles de agarosa al 0.8%
una muestra de este mtDNA, se observó que apenas estaba contaminado
con DNA nuclear y que el tratamiento con RNasa había sido efectivo ya que
no se observó presencia de RNA (Fig. 21).
2. MAPA DE RESTRICCION DEL mtDNA DE TRUCHA ARCO IRIS.
El mtDNA de trucha fue digerido con enzimas de restricción (EcoRI,
HindIII, PstI, BamHI, Apal, NruI y PvuII) que reconocen dianas de seis
nucleótidos. De esta forma, se obtienen fragmentos de un tamaño adecuado
para su posterior donación y se favorece la elaboración del mapa de
restricción. Los fragmentos obtenidos fueron analizados en geles de agarosa
al 0.8% (Fig. 21a) y sus tamaños relativos se indican en la Fig 21b. Puesto
que la suma de los fragmentos generados por las distintas enzimas era de
aproximadamente 16 kb, y sin embargo, la suma de los fragmentos EcoRí
era de sólo 12.8 kb, se pensó en la existencia de dos fragmentos de 4 kb en
lugar de uno en el corte EcoRI. Este hecho se pudo confirmar, como
veremos, posteriormente.
Para completar el análisis de restricción, se realizaron dobles cortes
con las mismas enzimas y, con los datos obtenidos, se elaboró un mapa de
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restricción aproximado del mtDNA de trucha arco iris (Hg. 22).
PstI
HmdIII
Hindilí
Figura 22. Mapa de restricción del mtDNA de trucha arco iris. Se señala
únicamente la posición de las enzimas utilizadas en el clonaje del mtDNA.
3. GENOTECAS EcoRI, Hindilí Y PvuII DEL mtDNA DE TRUCHA. ESTRATEGIA
DE CLONAJE
Entre los diferentes patrones de restricción obtenidos se eligieron
para realizar la donación del mtDNA los producidos por EcoRí, HindIII y
PvuII, por ser estas enzimas las más eficientes en cuanto a la digestión y
por producir fragmentos de restricción con un tamaño más adecuado para
su inserción en pUCiS (0.5 - 9 kb).
En el método empleado, la eficiencia de clonaje de los fragmentos
pequeños es mucho mayor que la de los grandes y por ello se necesita
analizar un gran número de recombinantes. En el caso de la genoteca
EcoRI, se analizaron 40 posibles recombinantes. De ellos, 34 contenían
BamnHí-
EcoRI
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como inserto el fragmento de 0.8 kb, 4 contenían un fragmento de 4 lib y 2
carecían de inserto alguno. Con el fin de conocer cuantos tipos de inserto
contenían los clones con un fragmento de 4 kb, se realizó un pequeño
análisis de restricción. Los cuatro clones tenían un mismo fragmento, que
contenía en su secuencia una diana para Pstl, pero no para HindIlí o
BamHI.
En el caso de la genoteca Hindilí, se analizaron 30 posibles
recombinantes. Cinco contenían el inserto de 1.1 lib, doce contenían el de
1.2 kb, uno el de 2.2 kb y otro el de 3.5 kb. Además, cinco clones contenían
un inserto de 025 kb y cuatro no contenían inserto alguno. No se
encontraron clones con los fragmentos de 6.5 y 1.7 kb. Dado que el
fragmento de 4 kb de la genoteca Eco Rl no contenía dianas para Hindilí,
éste sólo podía estar localizado dentro del fragmento HindlII de 6.5 kb, lo
cual implicaba que la combinación de las genotecas Hindilí y EcoRí
comprendía, aproximadamente, un 75% (12.25 kW> del mtDNA de trucha.
De la genoteca PvuII, se obtuvieron dos clones con los fragmentos de
2.3 y 2.5 kb insertados. El fragmento de 2.3 kb se localizó en el mapa de
restricción dentro del fragmento EcoRí de 4 lib ya donado, por lo que se
utilizó como subclon de secuenciación de dicho fragmento. El fragmento de
2.5 lib comprendía el fragmento HindIII de 1.1 kb completo y parte de los
fragmentos HindIII de 1.2 y 1.7 lib, lo que, posteriormente, permitió
secuenciar parcialmente el fragmento HindIII de 1.7 kb.
El resto del mtDNA de trucha arco iris fue donado con diferentes
estrategias. Primeramente, se realizaron diversas genotecas con cortes de
restricción dobles. Aunque la mayoría de los clones procedentes de estas
genotecas contenían fragmentos ya donados, aparecieron dos nuevos
clones que contenían un fragmento HindIII-EcoRI de 0.5 lib y un fragmento
EcoRI-BamHI de 1 kb. A continuación, se clonó el fragmento HindIII de 1.7
kb mediante electroelución específica del fragmento de un gel de agarosa y
posterior ligamiento al vector. Se pudo comprobar que los clones que
contenían el fragmento como inserto, tenían un número muy bajo de copias
del plásmido, lo cual explicaba la dificultad para donar el fragmento de 1.7
lib directamente de la genoteca Hindil!. Finalmente, el clonaje del mtDNA
de trucha arco iris se completó con la amplificación mediante PCR y
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posterior donación en el plásmido pGEM-T de un fragmento
HindIJI—BamHI de 0.7 kb. El resumen gráfico de la donación del mtDNA de
trucha arco iris se muestra en la Figura 23.
23 456789 10
¡
11 12
u
Figura 23. donación del mtDNA de trucha arco iris. Electroforesis en
geles de agarosa al 0.8% de los clones que contienen el mtDNA de trucha arco iris. La
digestión con la enzima apropiada de] plásmido recombinante, permite extraer el
inserto. Los marcadores utilizados son: 2. Hindilí y 0X174 haelIl (1). Los fragmentos
donados con EcoEl tienen un tamaño de 0.8 (2> y 4 kb (3). Los fragmentos donados con
HindIII tienen 0.25 (4), 1.1 (5), 1.2 (6), 1.8 7), 2.2 (8) y 3.5 kb (9). El fragmento
1-lindilí-EcoRí tiene 0.5 kb (10). El fragmento EcoRl-BamHI tiene 1.3 kb <11> y el
fragmento Hindilí-BamEl tiene 0.7 kb (12). Los vectores pUCiS y pGEM-T tienen un
tamaño de 2.8 y 3 kb respectivamente.
4. SECUENCIA DEL mtDNA DE TRUCHA ARCO IRIS.
Para secuenciar por completo el mtDNA de trucha arco iris se
utilizaron, en total, 15 clones (Tabla 11). Los clones fueron secuenciados en
ambas direcciones (Fig. 24). Primeramente, cada clon se secuencié con dos
oligonucleótidos universales que reconocían específicamente los extremos
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Clon TamañoVector Fragmento de restnccnon1 (nt)
pTRZ~-0 pU(3 18 EcoRJ-HindJIl 643
pTRZ-11 pUC 18 HindIlí 244
pTRZ-12 pU(3 18 HindIlí 1121
pTRZ-13 pUC 18 HindIlí 1225
pTRZ-14 pUC 18 HindIlí 1792
pTRZ-15 pU(3 18 HindlJI 2209
pTRZ-16 pU(3 18 HindIlí 3463
pTRZ-2 pUC 18 EcoRJ 4035
pTRZ-2a pUC 18 EcoRl-PstJ 2751
pTRZ-2b pUC 18 PstI-EcoRI 1284
pTRZ-2c pUC 18 PvuIJ 2386
pTRZ- 3 pU(3 18 EcoRí 762
pTRZ- 4 pUC 18 PvuII 2596
pTRZ- 5 pU(3 18 BamHI-EcoRI 1229
pTRZ- 6 pGEM-T HindIlI-BamHI 699
Tabla II. Clones empleados en la secuenciación del mtDNA de trucha
arco iris. Como vector de clonaje se utilizó el pUC 18, excepto en el caso del clon pTRZ-6
que proviene del clonaje de un producto de PCR. De los 15 clones indicados, sólo
pTRZ-2a, pTRZ-2b y pTRZ-2c son subclones. El resto de los clones cubren por completo
el mtDNA de trucha.
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del polilinker de vectores derivados del fago M13 mplS como son el pUC18 y
el pGEM-T. Estos oligonucleótidos permitieron la secuenciación completa de
los clones pequeños (c 800 pb), sin embargo, los clones de mayor tamaño
(1000 - 3500 pb), necesitaron del diseño y síntesis de oligonucleótidos
específicos para poder avanzar en la lectura de su secuencia. En total se
utilizaron 31 oligonucleótidos específicos.
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Figura 24. Estrategia de secuenciación del mtDNA de trucha arco iris.
De la parte superior a la inferior de la figura se indican: los clones empleados para
obtener la secuencia del mtDNA de trucha arco iris, las dianas de restricción utilizadas
en el clonaje y, la posición de la región de control y los diferentes genes mitocondriales.
Las flechas muestran el sentido de la secuenciación.
Las secuencias obtenidas a partir de cada clon fueron combinadas
para originar una secuencia consenso con una longitud final de 16660 pb,
que cubre la totalidad de la molécula del mtDNA de trucha arco iris (Fig. 25).
En esta figura, la secuencia presentada, está orientada en sentido 5’ - 3’ y
corresponde a la cadena ligera (L) del mtDNA. La posición 1 de la secuencia
se corresponde con el primer nucleótido del D-loop. Los marcos de lectura
abierta (ORFs) están traducidos, indicándose los aminoácidos, en código de
una letra, encima del primer nucleótido de cada triplete codificante. Los
tRNAs se indican mediante una caja. La composición en bases de la cadena
L fue: A: 27.9%; (3: 28.9%; U: 17% y T: 26.2%.
o
t 125
D-loop
D-Loop
1 . . - — - . -
101 . - - - - .
201 . - - . - . -
TCAGTCCGGCTTMTGTAGTAAGAACCGACCMCGATTTATCGGTAGGCATAcTCTTATTGATGGTCAGGGGCAGATATCGTATTAGGTCGCATCTCGTG
301 - . . . - - - . -
AATTATTCCTGGcATTTCGflCCTAAGTCAAGGGCTATCCTTAAGAAACCAGCCCCTGAAAGCCOAATGTAAAGCATCTGGTTAATGGTGTCAATCTTAT
401 - - - - - - . -
501 - - - - - - . - -
TcTMCA.AGGTCGA.ACTAGATCTTOAATTCCAGAGA.ACCCATGTATCATGGTGAAATGATAflcTATAAAGAATCACATACTTGGATATCAAGTGCATAA
601 . . . - . . - - -
GGTCAATTATTTTCTTCACAGATACCTA.AGATCGCTCCCGGCTTTTGCGCGGTAAACCCCCCTACCCCCCTAAGCTGAAAGATCCTTATGTTCCTGTTAA
701 . . - - - - . - -
801 . . - - - - - -
901 - - - . - - . - -
tRNA-phe -> 12S rflA
OC CIOACGIAGC¶IAACIAAAOCATAACACISAAtiC¶5TIAAOACG CCCTAGAMGTCCC CIAOC AAAGOCTIOOTCCISACTTTACTA¶CAO
1001 . . - - - - . -
1101 - - - - - . -
CCACOACOCC¶IOCIM&CACACCCCCAAO&AACICAOCAOIOAIAA¶M¶AAGCCA¶AAOCOAAAOCTIGAC¶TAGIIMGGIIAAGAGGGCCtMfl
1201 - - - . - - . -
1301 - . - . . . -
1401 . - . . - - - - -
TACCcACTATGCCTAGCCGTAAAcCTTGATAGAAATATACAATTGATATCCGCCAGGGAAcTACAAGcOCCAGCTTAAAAcCCAAAOCACTTGGCGGTOC
1501 . . . - - -
CTCAGACCCACCTAGAGG&GCC¶G¶TCTAQMCCGATMCCCCCG¶¶CAACCTCACCACCCC¶¶G¶TT¶ACCCGCCTA¶A¶ACCACCG¶CGTCAGC¶¶AC
1601 - - - . - - -
1701 - - . - . . - -
AGCACTACGAACCACGCTG¶GAAATCACcG¶CCGAAGG¶GAAAflThGCAGTUACAQAMACAGAGAGflC¶cflGMACTGGC¶CIGAGGCGCGcAcA
1801 - - - - - . - -
1901 -> - - - - - 16$ rRNA -->
TOCGCTTGGAATAA AGAOTGTAOCTAAMTAGGMAOcACCTCCCTTACACCGA AAGACATCCOTGcAAATCOGGTCACcCTG CTGACTAGCTAG
CCAACATATTTGGTCCAACACCACMCATACATACCCCAATAAAACTTAGAATTAAGTCAACAAACCATTITTCCACCTTAGTAGGGGCGACCGAAAAGG
ACCTTAACAGGcGGCTAAGGATCATAGTTCCkAGGTMCCTGTTAcAGTGGGCCTAAGAGcAGCCACcTGCACAGAAAGCLITTAAAGCTcAGACAOATAc
ACCAA.AAACATCGCCTCTTGCAAATCAAAACATAGAOOTCCGCCTGCCCTGTGACTATGGGTflAACGGCCGCGGTATTTTOACCGTGCGMOGTAGCGC
2001 2100
2101 2200
2201 2300
2301 2400
2401 2500
2501 2600
2601 2700
2701 2800
2801 2900
2901 3000
3001 3100
3101 3200
3201 3300
3301 . . . . . . . . - - 3400
Figura 25. Secuencia completa del DNA mitocondrial de trucha arco iris <Oneorhynchus mykiss). Secuencia
correspondiente a la cadena ligera orientada en sentido 5’-> 3’. La posición 1 de ¡a secuencia se corresponde con el primer
nucleótido del D-loop. Los tRNAs se indican mediante una caja. Así mismo, los genes codificantes de proteínas presentan
encima del primer nucledtido de cada codón el correspondiente aminoácido. Los codones de tenninación son señalados con
un asterisco. El sentido de lectura de cada gen es expresado mediante una flecha con su correspondiente nombre, al inicio
de su marco de lectura -
100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000
1100
1200
1300
1400
1500
1600
1700
1800
1900
2000
3401 . . . . . - . - . 3500
3501 - . - . . - . . . 3600
3601 . . . - . . - - 3700tRNA-Leu <UUR)
cCccCAccTGATGAAGGCMCTAAAACACAcAAGGGGGCAcACCAACATTGccTAAAAGAACGGCG CT&AGGTGGCAGAGCCCGGTAATTTGCGAGAG
3701 - . - . . . . 3800
NADH 1 -->
MI TI 1 THVI NPLAY 1 VPVL
GCCTAAGCCCTCTTTCTCAGAGGTTCAAACCCTCTCCflAGC TGATTACCCTAATTACCCACGTTATTAATCCACTAGCATACATTCTACCCGTTCTG
3801 . - - - . - . - . 3900
LAVA F LT LLERKVLGYMQLRKGPN 1 VGPYGL LQP
3901 - . . . - . - . - 4000
1 AD CL KL FI KE TVRPST SSP F L F LAT PMLA L T L
4001 . . . - . - 4100
ALTLWAPMP 1 PYPVTDLNLGVL FVLAL SSLAVY
4101 . . . . . . . . 4200
SIL GSGWASNS KYAL 1 GE LRAVAO TI SV EV 5 LOL
4201 . - - - . - - . . . 4300
Y L L 3V III 500 FI LOT F NVAQE SI WL L VPAWP L
4301 . . - - . - - - - . 4400
AAMWY 1 ST LAETNRAP FDL TEGES! LVSGF NVE
4401 . . . . - . . - . . 4500
YAGGP FAL FF LAEVAN 1 LLMNTLSAVL F LGASF4 1
4501 - - - - . . . . 4600
PAF PE L TALN LI4T KAAL L SVV F L WVRA 5V PR FR
4601 . - - . - - - . - 4700
YO O LM HL VLJKS F L PL T LA 1 VLWfI LAL PIAL AOL
4701 . . - - - . - - - . 4800
PP QL * tRNA-Ite-->
CCCCCTCAGcTTTAGCC GAATTGTCCCTCAATGcTTAACGACCACCTTGATAGCGTGGCTAATAGGGCTTCAACTCCCCTCAATJESE~G~CCG
4801 . - - . . - . - - - 4900
tRNA-CIn
RNA-Me
GCTCGAACCcATCCTCAAGAGATCAAAACTCTTGGTGCTTCCACTACACCACTTTC TMGGTCAGCTAATTAAGCTTTCGGGCCCATACCCCGAATA
4901 - - •2--> - . - - . . - 5000
MII P VV L TI L LS SL G LO TV L T FAS SN
TGTTGGTTAAMTCCITCCCTTACT TGAACCCCTACGTACTCACCATCTTACTTTCTAGCCTAGGACTAGGCACAGTCCTCACcTTTGCCAGCTCCCA
5001 . - - - - - . - - - 5100
WL LAWMG LEí NT LATí PI MAGO H NPRA TEA IT K
5101 - . . . - - - - - - 5200
Y F L TQA TAAAM 1 L FAST TNAWL VGE NE 1 H QL 5 HP
9201 . . - . - - - - - 5300
LATTTVMLALALKLGLAPVH FWLPEVLQGLELT
5301 - - . . - - - . - 5400
T CLI LS TUOKLAP FALM 1 OVAP TI NS SL 1 VT lO
5401 . - . - . . - - . . 5500
LI ST LVGGWGGLNOTQLRKI LAY LP! AHí GWMVL
5501 L . - . - . - - - 5600
1 0 FA PS L Ti LS LS LVI VMT 3 SA PL T L K T II NS L
5601 - . - - - - - . - - 5700
Figura 25. Secuencia conipleta del DNA ndtocondrial de trucha arco iris (cont.)
T ! II TLATSWTKSPTLAALTALVLL SLOGLPPL 5
5701 - - - . - . . . - . 5800
G PHP KWL Y bEL T KQGLP LSA TLAAMTA L LS LV F
5801 . . - . . . . . . . 5900
Vi RL C VAL Ti T ¡ VP MIL T ATA PWR LII F T MIT LP
TTTATcTAcCACTCTGCTACCCCTTAACCCTcAcTATTIAICCcA.ACACCCTAAcTOCTAcTOCCCCATOACGCCTCAACTTTACCATAATTACCCTACC
5901 - . . - . . . . - 6000
L $ Y T T 1 M A L O L L P L T P A V T A M L A L *
CCTTICAATTAcTACTATTATAGCCCTACGACTACTAcccCTCACAccAGcTCTGAcTCcGATATTAGcTTTGTAAT~
6001 . . - . - - . - - . 6100
CCAAGACCCTTCAAAOCTCTAAAcOOCOOTCAAATCcCCCAGCccT AAGACTTOCAOOACTTTATCCCACATCTTCTCAATGCAACCCACAcACTTT
6101 . - . . . . . . . - 6200
tRNA-Ata <-- tRNA-ASfl#
AATTAACCTAAAGCCT TAOGIOCCAAGCCCTCOATCcTACAAACTCTTAGTTAACAGcTAAOCGCTCTATCCAOCCAGCATCCATCT TTTCCCCC
6201 - . . . . . - . - - 6300
---DriL <-- tRIIA-Cvs
GCCCCCCCGOGOOOGAGCOAOOCGGGO AOCCCCGGCACGCTATTAGCCTACTTCTTCAOATTTGC TCTAACGTGTOOTACACcAcAOOOCI ATA
6301 . . . . - - . - -> . . . 6400
Co
tRMA-TyrM A 1 T R LI F F 5 T II
ACCA ACGAGTcAAAccTCTGTTTATOCACcTAcAATCCAccCcTTA.ACCTCTcACCCACccATC GTOOCAATcACACCATOATTTTTCTCAACcAAC
6401 - . . - - . . . . - 6500
H KO! GT LV LV F GAWAGMVGTAL SL LI R AEi SaPO
CACAAAGACATTGOCACCCTCTATTTAGTATTTOGTOCCIGAGCCOOCATAGTAGGCACCGCCCTGAOTCTACTGATTCOGGCGCAACTAAOCCAGCCCC
6501 - - - - - - . . 6600
AL LCD DO 1 VMV Y VIAHA FVM 1 F FMVMP 1 MIGO
6601 - . - - . . . . . - 6700
ONLIL Y PilE ¡ GAPDMAFPRMIIIIMSFLIL L PPSF Li
6101 . . . . - . - . - - 6800
L LSSSOVEAOAGTGWTVYPPLAOIILAHAOASVDL
6801 . . . . . . . . . . 6900
TI PSi HLAG ISSI LOAI IIF ITT II IIMKPPA Y SO
6901 . - . - . . . . - 7000
VOT PL F VWAVLVTAVLL L LSLPVLAAO ¡ TM L LT
7001 . - . - . . . . - - 7100
DR MLII TT F FDPAOOCDP 1 LVOHL FWF F SHPEVV 1
7101 . - . - . - - - . - 7200
LI L PO FGM 1 SH 1 VAVVSCKKEP FGVlEGMVWAMM
TTCTCATCCTCCCACOCTTTCGTATAATTTCACACATCOTTOCCTACTACTCCGCCAAAAAOCAACCCTTCOOGTATATAGOAATOCTCTGAOCTATAAT
7201 . . - - . - - . - . 7300
A IGL LO FI VWA H HM FT VOMOVOT RAV F T SA TM 1
AGCCAICGGG¶TGtTAGGATTTATCGTT¶GAGcCCACCAIAIGflCAC¶GTAOGGATAGACGIGGACACTCCTGC¶¶AcTflACATC¶GCCACCATGATT
7301 . - . - . . - . - - 7400
Y A IP T OVKV E SWLA T L HGGS 1 KWETP L L MA LO FI
7401 . - . . . - . 7500
Fi FTVCGLTOI VLAMSSLO 1 VLHDTVVVVAH F H
TTTTCCTGTTCAcAOTGOCTOOACTTACAOCTATTOTcCTTGCTMCTccTCATTACAcATTGTTCTACATCAcACTIATTAcCTAOITCCTCATTICCA
7501 . . - - - - . - . - 7600
YVLSMCAVFA XMOAFVHWFPL FTGVT LHSTWTK
CTACGTACTATCTAT&GGACCTGTATTTCCCATTATACCCGCTTTcCTACACTGCTTCCCCCTATTTACAGGGT&CACCCTCCAcACCACATCMCCAAA
7601 - - - . . . . - . - 7700
Y li FOl MF 1 OVIILT F FPQHF LCLAGMPRRVSDYPD
7101 - - - - - - - - . - 7800
ATT LIJNTVSS 1 GSLVSLVAVI MF L FI LW~ AF AA
7801 - - - . . . . . - - 7900
KREVAS 1 EL TSTIIvEWLHGCPPPVHT FEEPAFV
7901 - - - . - - - - . - 8000
Figura 25. Secuencia conipleta del DNA mitocondrial de trucha arco iris <cont.)
OVO AM * <-- tRMA-Ser(UCN~ tRMA-
CAAGTACAAOCAAACT OAGAAAOOOAOCAATIOMCCCCCATGTOCTGGTTTCAAGCCAACCGCAT&ACcACTCIGcCAcTTTCI TA u~jACAC
8001 - . . . . - - . - 8100
Col’
Aso --> MAHPSOL
TAGTAAAAcTACTCTATTACACIOcCTOOTcAAOGCAAAATTOTGGGTTAAAcCCCCcGTCTCTT OCAcTIAGcTACAATOGCACATCCCTCACAAcT
8101 . . . . . - . - - 8200
GFQDAASPVMEELLM FHDHALM 1 VLL 1 ST LVLV
8201 . . . . - . - . . - 8300
Y! VANVSTKLTMMY 1 iDSQE 1 El VWTVLPAV Iii
8301 - . - . . . - . - 8400
LI ALPSLR 1 LVLMDE 1 MOPHLT 1 KAMO14QWYWS
8401 - . . . . . . . . . 8500
VEV TDVEDLOPDSVMVPTQDLVPGQ FRL LE TDH
8501 - . - . . - . . - 8600
RI4VVPVE SP 1 RVLVSAEDVLH SWAVPS L GVK?4DA
CGAATAGTTOTCCCTOIAOAATCCCCAATCCOAOTTCTCOTCTCAGCTGMGACCTCCTTCACTCCTGAOCCCTTCCTTCTTTACGTGTAAACATAGACO
8601 . . - . . . . - 8700
VPCR LMOTAF 1 ASRPGVFVGQCSE 1 COAMHS FM
8701 . . . . - - - . - 8800
1’ IVVEAVPLEHPEKWSTMMLEDA tRIIA-Lys-->
ACCTATCCTTOTTGAACCOGTACCCCTAGAACAcTTCOAOAAATOATCCAcTATGATACTTOAACATGCC ACTAAGAAOCTAAATCGGCA.ATACCCTT
- - - -> . . - . - 8900
MPOLNPAPWPAI LVFSWL
AGCCTTTTkAOCIAAAOATTOOTGGCCCCCAAcCACCCCTACT ATOCCCCAACTCAACCCCCCCCCCTOATITOCTAITTTAOTATTCTCGTGACTG
8901 - . - . . . - - . . 9000
V Fi TV! PPKVLGHT PTNEPTSQSTEKAKPEPWHW
9001 . - . . . . . - 9100
ATPasa6 - ->
NT LS PFDQFMSPTVLGI PL lAVAL T LPW Y U PP
PWH *
9101 . . - . . - . . - 9200
T PSA R W LII NR LI TíO ¡3M FI MR F T QQ L Li PL ML ¡30
ACCCCCICTOCCCOAT&ATTAAACAACCOCCTAATTACCCTOCAAOOOTGGTTCATCAACC&ATTTACCCAGCAACTTCTTTTACC&CTAAATCTA&CCO
9201 K AL •i T - . . . - . - 9300
14 MA L ML F LI T L MML O L LP VI FTP IT O
9301 . - - . - . . 9400
SiMM Ci AVP LLIL ATV Y! OMR MQP TAA LO HL L PE
9401 . . . - . - - - 9500
O T PVP LI PVL III ET ¡SIP IR PAL OVR L TAN L TA
9501 - . - . . - - - - 9600
OHOL 1 AIAAFVL LPMMPTVA 1 iT SI VL F LLTLL
CAOCCCACcAACTAAIIGCTACAGCACCCTTTGTTCTTCTACCTATAATACCTACAGIACcAATCCTAACTTCIATTOTCCTCTTTCTACTCACCCTTCT
9601 . . - . - - - - - 9700
El AVAM 1 QAYVFVLLLSLVLQEIIV MAI4QAIIAV H
9701 - - - CA Y AAL •L LT - - . 9800
MVDPS PWPL 1 SOT AVW F HP H SL Ti
9801 . - . . . . - 9900
líO MILL L L T MV O LILIR DII RE O 1 FO CH H T PP V
9901 . - - - - . . . - - 10000
QKOLRVOM 1 LP 1 TSEVF P FLOF FWAPV HASíAPT
10001 - - - . - - . . 10100
PE LGGCWPPAG ITT LDPFfVPL LNTAVLLASGV
10101 - . . - . - - - . 10200
Figura 25. Secuencia co¡npleta del DNA mitocondrial de trucha arco iris (cont.)
TV TU AH 14S1 ME GE R KO TíO AL Ti T Y L L OF VE T P
10201 . - - . . - . - 10300
LO OMS VV EAP FT 1 AD OVVOST P F VAT OF H OL 14V 1
10301 . . . . . . - - - - 10400
1 GST P LAVCL LROVQY}IFTSEH>4 POFEAAAUVU
10401 . . - - . . - . . . 10500
HP V DV Y U LP LV VSI y w LI OS tRIIA-Gtv-->
ACACTTTOTACACOTTOTATGGcTCTTcCIATACCTcTCTATTTAcTCATGAOCCTCAT TCTTTCTAOTATTAATACGTATAAOTOACITCCAAICAc
10501 . - . . . - . - - . 10600
NADH-3 - ->
MMLII TI IT Y TI T L SA Vi A TI SP U
CCOCTCTTGOITAAAATCCAAOCAAAOAT TCKAITTAATCACAACAATCATCACTATTAcCATCAcATTATcCGcAOTACTAOcCACTATTTCTTTcT
10601 - . . - - . - . . . 10700
UPO 1 SPDAEKLSPYECGFOPLGSARLPF SiR F F
10101 . - . . . . - - . 10800
LI A ¡LP Li F OLE IAL U LP LP U GO O L H T FIL Ti Y
10801 . . . . . . - - 10900
U STA Vi A Li T LO LIV E U TOGO LE U A E fi~Ar-z.......
TCATCCACTGCCOTTCTACccCTTcTTAcTCTTOGCTTA.ATCTATGAATCAACCCAACCACOCTTAGAATCACcCGAGTACOOAGTTAO~~AAAA~fi~O
10901 . . . . . . . . . . 11000
IIADH-4L - ->
MTPVHFS PISA FI LGLM
AcCCTTOATTTCOOCTcA.AAAGACCATOOTTTAAOTCCATOACCOCCT TOACACCAOTACACTTCACCTTTACCTCAOCCTTTATTTTAOOCcTTATA
OLA PH Rl 14 Li SAL L CíE OMM LS LP IAL SL UA L QM
EATGVSVAPMLL UAFSACEASAGLAL LVATARI
11201 . . . . . . - - . . 11300
MAD14-4
MLK Y LI PT L ML PP T ¡ UL SPAK
HGTDRLOSLNLLQC*
11301 - - - - - . . - - - 11400
WLWT TS 1 AOSL II ALASLSULKWSSETOWSSSM
11401 - . - . - - - . . 11500
LV LATDPLSTPLLVLTCULLPLM 1 LASQSHLSP
11501 . - . - - . - - - - 11600
E PLNRQRAV ¡ SL LVSLOT PLVLA FOATE ¡1 II FVV
11601 - - . - - . - - - 11700
MF E A TUL PI LIII TRW O MOTE RL MAO TV PL PV T
TCATATTcCAACCcACCcTACTccCCAcCcTTATTATTATcAcCCa&TGACCAAATCAAACTGAACGcCTCAATGCCGCTACCTACTTCTTATTTTATAc
11701 . . - . - - . - . . 11800
LAOS UPU UVALL UMOMO MOT LSM FT U 0V TOP L 14
11801 . . - . - - . - - - 11900
L U T WGDK LWUAAC U LA F LVKMP LV GV H LUí PKA 14
cTTaMCGTOAGGAOAT&AACTOTCATOAGCTGCCTOCcTTTTACcCTTCCTTCTAAAAATACCcCTATAcCGTGTTCACCTflOACTCCCAAAAOCCC
11901 . - - - - - . - - . 12000
VE API AOSM 1 LAAVL LKLGOY OMMRPIMVM UD PL
ACOTAGMCCTCCMTCGCCOOATcCATAATCCTAOCOOCTGTTCTCCTCAAGCTGCCACCATACGOCATAATACOTATMTACITATACTAGACCCOTT
12001 . . - . . . . . . 12100
TKE LAVPF 1 VUALUOZ Y MTGS 1 CLRQTDLKSL 1
12101 . . . . . . . . - 12200
AV SS VONMO i VAGO Y L YO TPUO FI GA Y 1 LM 1 AH G
12201 . . . . . - - - . - 12300
LASSAL E CLAMTSVERIHSRTMLLARGMQM ¡LP
12301 . . - . . . ~. - - 12400
mi TWL/F VAS LAt4LAI. PPLPHL!4GE TSHF
CTTAATAACCACTTGGTCATTTOTAOCTAOTTTAOCAAATCTOOCcCTCCCCCCICTCCCCAAcCTAATAOCAGAACTAATAATCATCACTTCTATATTT
12401 . . - . . - . . - 12500
Figura 25. Secuencia completa del DNA initocondrial de trucha arco iris (cont.)
MW SV WT Lii TOL O TUI TAS VS UY LP L MT O R aPi p
AACTGOTCOTATTOAACCCTTATTCTCACOGOACTAOOCACOTIAATTACAGCAAGCTACTCCCTTTATCTOTTCTTAATAACTCAACGGGCACCCCTAC
12501 . . . . . . . . . - 12600
51411 AL LP T 14 T RE HL Liii HL IP ¡ Viii U PC P EL
CTTCCCATATTATTGCTCTTGAACCCACCCACACCCGACAACACCTACTTATTATTCTOcACCTCATCcCAATICTCCTTCTAATCCTAAAOcCTGAGCT
12601 . . . . . . . . . - 12700
M U O LI C F tRMA-His --> tRIIA-Ser
CATCTGAOGCTOATCTTIC TAGATATAOTTTAACCAAOACATTAGATTOTGATTcTAAAAATAGAOOTTAAAATCCTCTTATCCAC CAGAMTCT
12701 . . . . . . 12800
CAOV)
GTTGATAACAOAGACTOCTAATCT¶CThCCCCCTCAOTTAAATTCTOTOOTICACTC CTTCTA.AAOOATAATAOCTCAICCATIGOTCITAOOAACC
12801 - . . . . . . . . . 12900
MADH-5
)4>IPIIL 1 I.SSSLI.M 1 FTLL 1 VPL
AAAAcTCITOOTOCAAATCCAAOTAOCAOC TGCACCcOACTACACTCATCTTAAGCTCATCCCTTITAATAATCTTcACACTTCTAATTTATCCTCTT
12901 . . - - . . . . . . 13000
ITT 1. TPT POHKNWALTHVKTA 1 KMA PLV St. LPL E
13001 . . . . . . . . . . 13100
y Fío CGT E T Y VT MWQWMNT Ti Fol MUS PC FD H V
13101 . . . . . . - . . - 13200
Sil FTP IAL YVTWS ILE FASWYM HADP MMM R PF
13201 . . . . . . . . . . 13300
KV Lb U Fil AM ¡ ¡ LVTAMNMPOL FI GWEGVG 1 MSF
13301 . . . . . . . . . . 13400
L LI OLIUN ORADANTAAMOAV 1 VMRVGD Y GUI LS
TTCTCCTCATTGCATOATOACAcOGACOAOCTGACOCTAACAcAOCTOCTATAcAAOCTGTAATTTAcAAcCOAOTAGGAGACATCOCACTTATCCTAAO
13401 A b II . . . . . .13500
MAWF TN SIJE FAS 5KG bO b T LP L MCLI
TATAGcCTGGTTcOCAACAAACCTMAcTCCTGAOAAATTCKACAAATATTTOcCTCTTCAAAAOOACTTGACCTCAcACICCCTCTTATAGGCCTCATT
13501 . . . . . . . . . . 13600
LAATGKSAOFGLHPWbPSAMEOPIPVSAL L H SST
13601 . . . . . . . . . . 13700
MVVAG ¡ FUi ¡ RLHPLMEDIIOTAL TVCLCLGAL 1
13701 . . . . . . . . - - 13800
Ti F T AT CAL TOMO 1 KK 1 VAF ST SSO L OLMMVT 1
13801 . . . . . . . . . 13900
O LII OP OLAF b Hl C T HA FE K AM U FUCS G 5 Y 114 SL II
13901 . ..... . . . . 14000
1 OSLALIGTP
14001 LA •O PP• PC D A•iI E•AL It . . . . . 14100
5 T 5 HL MA WALT L TUL A T 5
ATTCTTAGCTCGGTTCTTCTCCAAAGACGCTATTATTGMGCCTTAAACACCTCCCACCTCAACGCCTCAGCCCTTACTCTTACCTTACTACCCACCTCA
14101 . . . . . . . . . - 14200
PTA1 VS U RV 1 E PVSMONPR F TATAPVNE MM P SV 1
TTTACTGCCATTTATAGCCTCCCAGTCATCTTTTTTCTCTcCATAGGACACCCCCGcTITACGGCMCACCCCCTGTTMTGMMkTAACCCATCCGTM
14201 . . . . . . . . . . 14300
MP ¡ KRLAWOS II AGLL 1 TSIIFLPTM TPVMTMPT
TTMCcCAATCMGCOACTAGCCTGAOGMGCA¶CAflGCGGGGCflCTAATTACCTCAMC¶¶CC¶ACCCAcCMCACCCCCCTMTAACCATGCccAC
14301 . . . . . . . . . . 14400
NL KL AA Li V T ¡ SOL Li ALELAS iT II KO P KL HP 1
CCACT¶AAAA¶TAOCCGCTCTCCTOOTIACTA¶CTCGGGCC¶¶CTCAflGCATTAGAACTTGCGTCACIAACTAACAAACAATTTAAAcIACACCCAACC
14401 . . . . . . . . 14500
U T L HM F SN MiO PP PA 1114 RL T P KL MiT LOO T ¡ AS
CTTACACI ACAIAACI TCTCCAACATAC¶GGOAI¶CITCCCCGCCATCAICCACCGAITOACCCCAAAOCTMACTTAACITTAGGACAAACCAT COCCA
14501 . . . . . . . . . 14600
OlIVO HIWFEKVGPKEL FOL TCLMVTTTSM 1000
OCCAAATOOTAOATCACACATOATITCASAAAOIAOOICCGAAOGAATTAIITCAACICACCIOCCIAATAMCACAACMCAAOIAATAICCAACAAOO
14601 . . . . . . . . 14700
*VAR LAORSLC
>41K TV L TU FE LS T TU A Vii Ti T *
CATAATTAAAACATACCTCACCCTATTTITcCTTTcMcMCICTACCICTTCTATTMCATTAACCTMACTCCTCGAAOcGCCCCCCGACTCAATCCC
14701 . . . . . . . . . - 14800
R Ti EL VV PL Ti Li VUACA 1 LMOOC H 5V ML AVO 5
14801 . . . . . . . - . . 14900
Figura 25. Secuencia conipleta del DNA mitocondrial de trucha arco iris (cont.)
T D GR LVS P EK PEOVAVWS lE VWOGLJ Fi GAV LVVG
14901 . . . . . . . . . . 15000
VI VVVVV GLVSRDGLVSRUOWSEP F PEAAL AAS
15001 - . . . . . . . 15100
VA F VVL MG O LVI UF L Vi SUP 500 H OVL VOC OVO
15101 . . . . . . . . . . 15200
AAVVL O LAA FY PAPMSAVAVLG LV L CL L FiS Vi V
15201 . . . . . . . . . . 15300
NADH-6 C>’tb - ->
TM <-- tRMA-Otu M A II U R K T 14
AOTCA TTcCTCcTCGGACTCTAACCCAAAcTAATOAcTTGA.AAAACcACcOTTOTTATTCAACIAcAAOAA TAATGCcCAACcTCCOAAAAACCC
15301 . - . . . . . . . - 15400
PI. t.PC 1 ANDAI.VD LPAPSN 1 SVWWN F OSt LOL CL
15401 - . . . . . . . . . 15500
ATOl UTOL f LAMHVTSD 1 STAFSSVCH 1 CROVS
15501 ¡ R . . . . . . . 15600
y OLIL It ¡ HAN GASF PP Y CI VMH ¡ AR OL VV OS V L
15601 . . . . . . . . . . 15700
VKE TWN 1 GVVLLLLTMMTAFVGYVLPWGONS FW
15701 . . . . . . . . . . 15800
CA TV ¡ TN L L SAVPVVOCAL VOW IWCG E SVD MA T
AGGGGCCAcTGTAATTACAAACCTCCTCTCAGCTGTACCATACGTAOOAGGCOCCCTAGTACAATOAATTTOAGOCGOCTTCTCCOTTGACAACGCCACT
15801 . . . . . . . . . . 15900
U ¶ R F PAF NF UF P PV 1 AAATVUI~UU FIlIE TGSI4NP
15901 . . . . . . . . . - 16000
AG Y MSDAD Kl SP HPVFSVKDL LO P VAML U OiT 5
16001 . . . - . . . - . 16100
iAL FAPM LLGDPDM FTPAMPLVTPPH 1 KPEWY F
16101 . . . . . . . . - 16200
PAVA 1 LRS 1 PIIKLOGVLALL PSI LVLMVVP ¡ UN
16201 . . . . - . . . . 16300
T 5 KQR Gil PR PL TOP U PWALVADM LI LI LII CON
16301 . . . . . . . 16400
PVE HP FI II $QVASV IV F TI E LVLSP U AGLIAL 1
16401 . - . . . . . . . - 16500
PC A 1. 0 II A tRNA-Thr -->
AAAOCCCTCCAATOAGCC CCCTAGTAOCTCAOCOCCAOAOCGCCOOTCTTGT TCC OAAGTCOOA OTTAAAACCCTCCCTAOTO ~2~AGAO
16501 . - . . . . - . 16600
<-- tRNA-Prn
OAGATTTTAACTCCCACCCTTAACTCCCAAAOCT&AOATTCTA.AATTAAACTACCCTCIG
16601 . . . . . 16660
Figura 25. Secuencia completa del DNA mitocondrial de trucha arco iris (cont.)
Resultados! 78
El mtDNA de trucha arco iris codifica para 2 rRNAs, 22 tRNAs y 13
cadenas polipeptídicas. Los genes fueron localizados e identificados por
comparación con las secuencias de los mtDNAs de Xenopus lae vis (Roe y
col., 1985), Cyprinus carpio (Chang y Huang, 1994) y Crossostoma
lacustre (Tzeng y col., 1992). La organización resultante es la misma
descrita en estas especies y en mamíferos (Fig. 25 y Tabla III). Al igual que
en el resto de mtDNAs secuenciados, la característica más sobresaliente en
el mtDNA de trucha es la casi total ausencia de secuencias no funcionales.
Las secuencias intergénicas se reducen en la mayoría de los casos a, tan
sólo, 1 a 3 nucleótidos, siendo una excepción la existente entre el gen que
codifica para el tRNAA.sp y el gen (3011 con 14 nucleótidos intergénicos no
codificantes.
5. ANALISIS DE LA SECUENCIA DE LA REGION DE CONTROL (D-LOOP).
La región de control del mtDNA de trucha tiene una longitud total de
1003 ph. Se encuentra flanqueada por el tRNAPro en su extremo 5’ y por el
tRNAPhe en su extremo 3’. AA no ser una región codificante, el D-loop
presenta una gran variabilidad entre los diversos genomas mitocondriales.
No obstante, en el D-loop de la trucha se puede reconocer una región central
y ciertos motivos conservados en otras especies (Fig. 26).
AA igual que en la región de control del mtDNA de otros vertebrados,
en la región del D-loop de trucha arco iris se pueden identificar tres bloques
de secuencia conservada (CSBs 1, II y III) y ocho regiones asociadas con la
terminación prematura de la replicación de la cadena pesada (TASs). De
las tres CSBs identificadas las mejor conservadas, al compararlas con otros
teleósteos, X. laevis y el hombre, son la CSB-II y la CSB-III (Fig. 27). La
CSB-I en trucha está reducida a un pentanucleótido y pudo ser identificada
como tal, en función de su posición relativa con respecto a la CSB-II (Fig.
27). En la región comprendida entre CSB-III y el tRNAPhe, donde deben
estar los promotores implicados en el inicio de la transcripción de las
cadenas pesada (HSP) y ligera (LSP), aparece una repetición directa de 19
nucleótidos. Otra característica significativa, es la presencia de 26
nucleótidos pirimidínicos seguidos, cerca de las CSBs.
Resultados! 79
Región funcional Inicio Fin Tamaño (pb)
D-Loop 1 1003 1003
tRNA-Phe 1004 1071 68
12S rRNA 1072 2015 944
tRNA-Val 2016 2087 70
16S rRNA 2088 3767 1680
tRNA-Leu (UUR) 3768 3843 76
NADH 1 3844 4815 972
tRNA-Ile 4819 4890 72
tRNA-Gln 4958 4888 71
tRNA-Met 4958 5026 69
NADH 2 5027 6076 1050
tRNA-Trp 6079 6147 69
tRNA-Ala 6217 6149 69
tRNA-Asn 6291 6219 73
OrigendereplicaciónL 6292 6328 37
tRNA-Cys 6395 6329 67
tRNA-Tyr 6466 6396 71
(301 6468 8018 1551
tRNA-Ser(UCN) 8089 8019 71
tRNA-Asp 8094 8166 73
COII 8181 8871 691
tRNA-Lys 8872 8945 74
ATPase 8 8947 9114 168
ATPase 6 9105 9774 670
CO III 9776 10559 784
tRNA-Gly 10561 10630 70
NADH3 10631 10979 349
tRNA-Arg 10981 11049 69
NADH4L 11050 11346 297
NAiDH4 11340 12720 1381
tRNA-His 12721 12789 69
tRNA-Ser (AGY) 12790 12858 69
tRNA-Leu (CUN) 12860 12931 72
NADH 5 12932 14770 1839
NADH 6 15306 14767 540
tRNA-Glu 15375 15307 69
Citocromo b 15379 16519 1141
tRNA-Thr 16520 16591 72
tRNA-Pro 16660 16591 70
Tabla III. Localización de las principales regiones funcionales del
genoma initocondrial de trucha arco iris. Se indica la situación y tamaño de los
diferentes genes y regiones mitocondriales.
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csB-m
ygtCAAACCCC----rAAI½ccR
flgura 27. Bloques de secuencia conservada. CSBs identificados en las
regiones de control de los mtDNAs de la trucha arco iris (Oncorhynchus myktss);
Crossostoma lacustre (Tzeng y col., 1992); la carpa, Cyprinus carpio (Chang y Huang,
1994); el esturión, Acipenser transmontanus (Buroker y col., 1990); el bacalao, Gadus
morhua (Johansen, 1990); Xenopus laevis (Roe y col., 1985) y el hombre, Horno sapiens
(Anderson y col., 1981; Chang y Clayton, 1987). En la figura también se muestran las
secuencias consenso para cada CSB y, en el caso de la CSB-I, la distancia en relación con
la CSB-II.
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En esta misma región, entre los nucleótidos 820 y 985, se locailiza
una pequeña ORF de 165 pb con probabilidad de codificar para un
polipéptido de 55 aminoácidos, con un peso molecular de 6200 Da y un
punto isoeléctrico de 8.7. De acuerdo con la orientación de la ORE, este
polipéptido estaría codificado por la cadena L y, dependiendo de la
localización exacta de LSP, podría ser el primero o el último de sus
productos- El modelo del plegamiento deducido para este polipéptido, predice
una estructura central de doble hoja plegada flanqueada por dos cadenas
con conformación en helice a (Fig. 28).
6. ORIGEN DE REPLICACION DE LA CADENA L.
El origen de replicación de la cadena L tiene una longitud total de 52
nudeótidos, se localiza a continuación del tRNAAsn y solapa parcialmente
con el tRNACYs (Fig. 25). Presenta una estructura secundaria que consiste
en una base formada por los extremos de los dos tRNAs flanqueantes, que
continúa en un tallo constituido por el apareamiento de 22 nucleótidos, de un
total de 23, y termina en un bucle de 17 nucleótidos (Fig. 29). Las dos
secuencias flanqueantes del 0L son las mismas descritas en el resto de
vertebrados y, en el caso del extremo 5’, se puede reconocer el motivo 5’-
GG(3CG-3’ en el que se produce la transición RNA/DNA al inicio de la
replicación (Hixson y col., 1986). El pie tiene un alto contenido en guaninas y
citosinas, y presenta gran homología con los de otros peces, X. laevis y
mamíferos. El bucle sorprende por su gran tamaño, así como por la
presencia de 10 citosinas seguidas y únicamente dos timinas. En este
sentido sólo conserva cierta homología con el 0L descrito en el mtDNA del
bacalao (Gadus morhua).
7. ESTRUCTIJEA SECUNDARIA DE LOS RNAs DE TRANSFERENCIA
El genoma mitocondrial de la trucha arco iris contiene 22 tRNAs
intercalados entre los RNA ribosomales y entre los genes que codifican para
proteínas. Por lo tanto, el modelo descrito originalmente en el hombre (Ojala
y col., 1981) según el cual los tRNAs tXimcionarían como señales para el
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Figura 28. Marco de lectura abierta deducido a partir de la secuencia
del D-loop entre los nucleátidos 820 y 985. a) Plegamiento deducido para el posible
polipéptido codificado basandose en la hidrofobicidad de los distintos aminoácidos que lo
componen. b) Representación gráfica de su posible estructura secundaria.
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procesamiento de tránscritos primarios parece ser también aplicable en el
caso de la trucha. Las secuencias obtenidas presentan gran homología con
las descritas en X laevis y otros peces (Fig. 30), siendo el tallo y el bucle del
anticodón las regiones más conservadas, y el brazo TyC el más variable.
Las estructuras secundarias en forma de hoja de trébol, propuestas para
los 22 tRNAs en función de la secuencia obtenida para sus genes, se
representan en la Figura 31. Los tRNAs mitocondriales de trucha son
particularmente ricos en adenina y uracilo y presentan, con gran
frecuencia, apareamientos de bases atípicos, especialmente O+U, que no
corresponden al modelo de Watson y Crick. El bucle DHU es el que muestra
mayor variabilidad entre los tRNAs de la trucha arco iris, así por ejemplo,
mientras en el tRNALen (UUR) está formado por nueve nucleótidos, en el
tRNAO1u está reducido, únicamente, a dos.
El tRNASer (ACY) presenta una estructura secundaria relativamente
distinta al resto de tRNAs mitocondriales. En el brazo DHU, el bucle está
reducido a tres nucleótidos y, en cambio, el tallo esta formado por 10
nucleótidos apareados- Además, el tallo del brazo del anticodón es
anormalmente corto.
El tRNALeU(UUR) cuenta en su brazo DHU con la secuencia 5’-
TGGCAGAGCCCOG-3’. Esta secuencia, que en el hombre se ha identificado
como responsable de la terminación de la transcripción de los rRNAs
(Christianson y Clayton, 1988), está en cambio, menos conservada en otros
peces, X. laevis y poílo -
8- GENES CODIFICANTES DE PROTEíNAS.
8.1. Código genético y uso de codones.
Todos los codones de iniciación identificados en el mtDNA de trucha
arco iris, son ATO excepto el del gen COl que es OTO. Por otro lado, cinco
genes (ND2, COl, ATPase 8, ND4L y ND5) utilizan TAA como codón de
terminación, y dos (ND1 y ND6) terminan con TAO. El resto de genes
codificantes de proteínas presentan codones de terminación incompletos,
bién acaban en T (COII, ND4 y (34 b) o bien en TA (ATPasa 6, (30111 y
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Figura 30. Comparación y alineamiento de las secuencias de los 22 tENAs codificados por el
nxtDNA de trucha arco iris y otros genomas mitocondriales de vertebrados. Se señalan aproximadamente
las posiciones del tallo y el bucle de los brazos aminoacídico (AA>, DHTJ, anticodón (A. Cg variable y
TwC. Los
anticodones de cada tRNA se representan en negrita.
5’
Brazo
Brazo
anticoddn
Trucha
Caipa
a. lacustre
X. laevís
Pollo
Hombre
GCTGACGTAG
-- .AG
- - AO
-.9?
- ÑOCC.A. -.
.T.TT. - - -
Trucha
Cama
a’. lacustre
X. laevis
Pollo
Hombre
CAGAOTGTAO
- - .0. - - .0.
- OC. -0.
- A.. A.. -
ACÁ?....
Trucha
Carpa
O. lacustre
X. laev:s
Po‘lo
Hombre
GCTAAGGTOO
TACTO
A A.. -
.C. - - A...
Trucha
Carpa
O. lacustre
X. laevis
Pollo
Hombre
-CGAATTGCC
A. - - CC.. -
CA. - -- - -.
O -AGO- -. -
AA. - -A. -
Trucha
Carpa
O. lacustre
2<. laeviS
Po1 lo
Hombre
TAGAAAG CGO
-. .0
.0
APA
- . OTO. -
CGTAOTSGA-
- - - AM
O.
A O.
- - OA.A.0T
Trucha
Carpa
O. lacustre
2<. laevís
Po 1 lo
Hombre
AGTAAOGTCA
O - CGO
CA
A....
AA. ONU ONU DEI) Aa. Aa. Aa. y 9?9C 9?9C T9C AA.
tallo ~flQ bucle ~ bucle Zfl~ - bucle t~il2
tENA-Trp
AACCCC a’CAO
-. - .TPT.A
9?..
- . - .9?. - T.A
a’. CCC. -
- . A-CTA
CAAOCCV9?A
CCC. - - -
0.0
- - .0.. - -
ero
- .0-ra... -
CCCTCCCACO CAO
C.C....
COCer?. - - -
- .CAT.TOC. . - -
- - CA7PCOT.
accooerrr
-a’.
9?CTCCCCACC A
- . C.C
--.9?
VI’.. .0.
tRNA-Ser (UCN)
AACA.PAOTOO
- - .0 A
-.0
AM
7 AA.9?
CAO— -AGItO
CTA
- .T--O.A..
79?- -ATOCCO
9?..
T.A
o--.. PA
CG
a
a’
0. .A
ACCAGCA.CAT
7. -
C.C. -
.9?.. AOC..
- - - A. CG.
er-.
OOGGOVI’CAA
O.
O.
0.
eraCTCCCV9?
- - CCC. -
CCCCO
a. -
.9?.
CGT
tRNA-Asp
AAOACACTAO
7. - -
9?. - -
0.. .TO-r...
0... .09?...
- .0-r/P. -.
TAAAACTAOT
- . --CC.-. -
- -. .0.----
A a.--
C’9?ATI’ACACC
AA Ca
AA CC
-A. - - .CCAC
-A CA
.9?. CA
OCCTOO~AA
A.. .9?
A.T.T
.9?
.A.CT
A.C.C
OGaPAPArro
- -CC... .0.
- -‘it... A.
A.
.A.T. . - -CA
Arr A
‘POGCVrAAAC
-A 9?
-A
CC O. -
CA. - .00.-A
CCC-000709?
-.9?. A.. -
9?. .9?. A. .A
9?. 0. ACA.
- - .T/CACA.
- 9?ACA.A.
aCTA
...0
.0.
- .a.
tRNA-Lys
CACCPAOAAO
.0.0... -
O....
.9?
- - OCA. - -
CCAAA- -Cao
TA.C.
CA.
A.
- - - TGC.WC--
- - .09?.---
COPAl’-ACCO
-Aa - A
- .T.AC.. .A
- .0.9?. - - -
0..
9?.-
rrA000rn’r
0
.0
A0
a
- - .A
AAOCCAAA0A
a
.0
09?...
0. -.
.9?
Vl’GOCGCCCC
Arr.
Cm
AC
CA OAA
PACA PA
OCA-ACCACO
-.0
- --C.C. -
.A.C. . C.C
CC-CAGJSA
9? --
9?
.9?. - A.. -
.9?. - A. -.
C9?AC
Figura 30. Comparación y alineamiento de las secuencias correspondientes a los 22 tRNAs
codificados por el mtDNA de trucha arco iris (Cont.)
Trucha
Ca rpa
0. lacustre
2<. laeviS
Pollo
Hombre
AOGO-C9?CAO
- . A9?.. -.
A
- A-NI?. -
- MA
.AAAC. -. -
GACA----GT
- - - -A.. - --
- - . A. - -
.9?. A. - . --
- CAAC9?. -
.9?. MT.--
AGAOCCrI’CA
-A
AO
ACVrAOACCA
CA
CACA
CA--., - .7.
CACC. A - -. -
-Aa’-
AAOCTCCAAA
C.C
O
....a
- - - CC... -
Crucha
Carpa
0. lacustre
2<. laevls
Pollo
Hombre
COCCOCCOA-
TA.AA. - - A
CA. A. .. .0
A. A. .7.0
CAMA. T.A
CA--A. . 700
AAOOC’rl’9?AO
C. . - -
a... -
a
O.. - .0. - -.
CrrAArTAPA
A. - -
tRNA-Ma
Caen-
9?. C.C
- . .0.0
9? - CC - O
CC’rC .0
cre - o
OCSCCCOCOT
AC.
NI’.
....9?. A. -
.0 A’?.
- . .0.. .AC.
CGCAflVAGA
AC
O
-.0 9?
ACATOItOGA
CAA.C
9? 9?.--
....ACA..T
C. -. CAAO
Crucha
Caz-pa
0. lacustre
2<. laevis
Pollo
Hombre
CAAAOTCCTO
- - CA. .9?. -
--O.
- - . .A
.9?
.000. .rC. -
tRNA-Asn
CAOATOGACO
A. - -
- . Al’. -A.
- . OCA. -A.
9?..A.
CCCOCTCCAC
a.
e.
.CAA9?. - .70
.CA.C. .A9?.
GCCOrIAAC’rAOAOCGCVtA
CO.. .7. - -
9?
Vro. .AC. - -
.0.9?
AACAOVrCOC
- -A
o
- -ATO. - -a
- ACCA.
--.9?
Trucha
Cazpa
0. laCustre
2<. laevis
Pollo
Horrbre
AOGATCOACO
O
O A.
0. CTA. .9?
tRNA.Cys
AAOCC OTO-rO
a’. - C.C.. -
0..- 9?..-
- - . .-- . -a.
—OA’r. - - A
-- T.CA.
OTOCACCACA
- . AGA. -.
.AO.CO.9?.
- - .A.GVr..
- - .AV9?I¶?. -
CGTTAOAVTQ
A. 0
9?- CC
CM. GAG - -.
CA CA.. .
CZAACCCGAA
a.. -
A. -
CC.
.aCa.fl
CC.. -
GAAOPACOCT
- C.C. .A9?.
- -C.C. .AC.
- - - .C.AA.O
CA. -
Trucha
Caz-pa
0. lacustre
2<. laevís
Pollo
Hombre
AATAOCCTOC
- - - .09?.. - -
- - O.??. - -
- - - 1Cm - -
0.-A
COTACCOCOO
A.
A...
-A
-. - AA. - -
- - - MM - -
tRNA-Tyr
CTOACAOCTT
-a. -9?....
.0. A.---.
-a. - .TAA.-
9?.T.O
9?.---
AACCOGCCOA
.0 O
0.9? 0
.0... .0. - -
‘l’.A.O
- . - .AC.. - -
nonna,raa
a.-
a’.
a CC.C
0. ..AA. .9?
ACAAACA0AC
OA.O
OA.C -9?. - - -
O. OC
T .1’I’
A.O. - - .0.
Trucha
Carpe
0. lacustre
2<.
Pollo
Haitre
GVrl’0ACCCC
O. - -
- - - .A.O...
- CAO.. -
-. CA/I’...
--Oc>-
Trucha
Caipa
0. lacustre
2<. laevís
Pollo
Horetre
Crucha
Carpe
a’. lacustre
2<. laevís
Pollo
Hombre
AA. DM13 DHO DM13 Aa’. Aa’. Aa. U T<pC C<~C C’~C AA.
tallo ~ bucle Z~flg flfl~ bucle talk - bi,cle taUQ ZCL
tRNA-Gly
COVI’AAAA9?C
CC.
Ca.
A
- - Ata’. a’.
Aa-a’. .9?
‘P9?I?AAOCCCA
T.. . -
- .A
- A. CC...
ACCC. CCT-.
.PA----9?..
V’AAAATCCT
0.. e
CC..
-.9?. .CC.-rC
C.T.CCA. .C
AAATTCTOCO
- - -A. .ffl . -
- - -e. .C. -
a’ CAC.
- . - CCTCA--
9?. .CMCA..
TCCCGCAPAT
a.
TAGAO9?CCCA
MT..
- . - A... .0
CO
OCCTAA. A.
CI? C
00VPAAAACC
TI?.
- .a’
Aa’. CC. - -.
MCC--- -VI’
OVTAAAATCT
- - CGO.
- - .TO.CC.C
CA. -
CAACOPAAOA CA
‘1’. - NI. .AO
OA OAOC
PA GAG
CGACCGCCT¶
a. - -.
CCC... -
- A. TAA. Ta.
A. .TVI’. - -
A9?TTA. PA
a’VI’ATCCACC
-, - .C9?~..
.C. CC....
A...
OTO..
Vr. - -
OITCACTCO
CTe. A’.
a’. A’, - - -
a’. CGC...
- C.C. .9?-.
.C.T-r..
CCAACCAGCA
CA.
CA.
OPA.
-A.
- . - A. - -A.
-OCC
A...
ATA
A. CA
OCAOOAA VI’
- - .A
.CGA
.TO
.0 A
CA... A
C9?CCCCAOCG CC
e. .a’
a’. .C
- - .TC.ACA
.79?.. A. TA
1’.C. A. .GA -A
CC9?C9?CTCCG
CCC. 9?. - -.
TTCC. CCTC.
9?- C’P -9?- - . -
-T.T
A-
00
.9?
Figura 30. Comparación y alineamiento de las secuencias correspondientes a los 22 tENAs
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Figura 31. Estructura secundaria en hoja de trébol de los 22 tRNAs
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ND3). En ningún caso se encuentran AOA o AGO como codones de
terminación, ni tampoco se encuentran dentro de las ORFs, por lo que se
puede considerar, que estos codones no existen en el mtDNA de trucha arco
ms.
El uso de codones del mtDNA de trucha arco iris fue calculado a
partir de las 13 ORFs encontradas, utilizando como referencia el código
genético mitocondrial de mamíferos. El uso de codones es muy similar al
descrito en X. laevis y otros peces y, como se puede observar en la Tabla
III, se caracteriza por una clara tendencia a no incluir residuos de guanina
en la última posición del codón.
Aa Codón Numero /1000 Fracción Aa Codón Nwnero /1000 Fracción
017 <DCC
Oly OCA
Oly GOl’
017 000
Olu CAO
Olu <DM
Asp OAT
Asp CAC
Val OTO
Val OTA
Val OVI’
Val OTO
Ala 000
Ala OCA
Ala CCI’
Ala 000
<Trp CGO
Trp ISA
Cys CCC
(1-75 CCC
Fin CAO
Fin DAA
Wr CA’?
Tyw TAO
Leu VIS
Leu VTA
Phe ‘ITT
Phe VtO
Ser ItO
Ser CCA
Ser 709?
Ser CCC
49.00
93 - 00
33.00
72. 00
23.00
83 .00
27. 00
48.00
32.00
90.00
5600
56.00
24.00
93 .00
75.00
150 - 00
20.00
101.00
8 - 00
20.00
2 - 00
5. 00
41.00
6900
24.00
111.00
114.00
113 .00
10.00
55. 00
55 - 00
67.00
12.86
24.42
8 - 66
18.90
6 - 04
21.79
7.09
12 - 60
8 - 40
23.63
14.70
14.70
6.30
24.42
19.69
39. 38
5.25
26.52
2.10
5.25
O - 53
1.31
10.76
18.11
6.30
29.14
29.93
29.67
2 - 63
14 - 44
14. 44
17.59
0.20 Fin ACO
0.38 Fin ACA
0.13 Ser AOl’
0.29 Ser AOC
0.22 Lys AAO
0.78 Lys AAA
0.36 Asn PAT
0.64 Asn AAC
0.14 M~ ACC
0.38 M~ ATA
0.24 Ile Art
0.24 Ile ATO
0.07 Thr ACO
0.27 Thz ACA
0.22 Thr ACT
0.44 Thxc ACO
0.17 Arg CCC
0.83 Axg OCA
0.29 Arg COl’
0.71 Arg eGO
0.29 <Din CAO
0.71 Oln CAA
0.37 Mis CAl’
0.63 lila CAO
0.04 Leu 0<15
0.17 Leu CTA
0.50 Leu CVI’
0.50 tau CI’O
0.00
0.00
11.00
43 - 00
15.00
59.00
36.00
76.00
41.00
108.00
135.00
130.00
20.00
96.00
79.00
120.00
8 - 00
48.00
9. 00
11.00
11. 00
89.00
27 - 00
84. 00
42.00
185.00
150.00
146.00
0.04 Pro CCC 18.00
0.23 Pro OCA 57.00
0.23 Pro CC’? 49.00
0.28 Pro CCC 87.00
Tabla IV. Código genético y uso de codones del genoma mitocondrial de trucha arco iris. Se
muestran el nUmen, de codones totales encontrados en los 13 genes codificantes de proteínas del mtDNA de
trucha arco iris, la frecuencia de uso de codones, en tanto por mil, y la proporción en que cada codón
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contribuye a codificar para un determinado aminoácido.
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8.2. Análisis de proteínas.
El genoma mitocondrial de trucha arco iris, al igual que el de otros
vertebrados, codifica para 13 cadenas polipeptídicas con un tamaño
variable entre 55 (ATPasa 8) y 612 (ND5) aminoácidos. Todos los genes, a
excepción del ND6, están codificados por la cadena pesada- Al igual que
ocurre en los genomas mitocondriales de otros vertebrados, en el mtDNA de
trucha arco iris se dan dos casos de solapamiento de OREs; el final del gen
que codifica para la ATPasa 8, solapa en 10 nucleótidos con el principio del
gen de la ATPasa 6. Lo mismo ocurre entre los genes ND4L y ND4 estando,
en este caso, el solapamiento reducido a 7 nucleótidos. Por otra parte, los
codones de terminación de los genes ND5 y ND6 se localizan en la misma
posición del genoma mitocondrial, aunque en distinta cadena, llegando a
compartir dos nucleótidos. Los genes ATPasa6 y COIJI son los únicos que,
no estando solapados, carecen de un tRNA entre ellos.
El alineamiento y comparación de las secuencias aminoacídicas de
las proteínas codificadas por el genoma mitocondrial de trucha arco iris con
sus homólogas de carpa (Chang y Huang, 1994), C. lacustre (Tzeng y col.,
1992), X. laevis (Roe y col., 1985), pollo (Desjardins y Morais, 1990) y
hombre (Anderson y col., 1981) se muestra en la Figura 32. En general, las
subunidades de la citocromo oxidasa (Col, COII y COIiI) se encuentran
mucho más conservadas que las subunidades de la NADH deshidrogenasa y
la ATPasa. Ello es debido, probablemente, a que en el primer caso, las
subunidades codificadas forman parte del centro catalítico del holoenzima
(Cantatore y Saccone, 1987), mientras que en los otros dos casos se trata
de subunidades reguladoras, estando las subunidades catalíticas codificadas
en el núcleo. La secuencias aminoacídicas deducidas de los genes COl y
ATPasa8 presentan, respectivamente, el mayor y menor grado de
homología con carpa (973/ 80.0 %), C. lacustre (97.1/ 76.8 %), X. laevis
(95.3/ 80.3 %), Pollo (94.0/ 67.3 %) y hombre (92.8/ 45.3 %).
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9. EXTRACCION DE mtRNA.
EL mtRNA representa sólo un 0.5% de la cantidad total del RNA
celular, por lo que su aislamiento suele plantear la necesidad de un
enriquecimiento previo. Tradicionalmente este enriquecimiento se consiguia
manteniendo la contaminación nuclear al mínimo mediante el tratamiento
con nucleasa de micrococos o inhibidores de la transcripción nuclear,
seguido del aislamiento de las initocondrias por centrifugación diferencial.
En nuestro caso (Métodos, sección 24) para reducir al máximo la
contaminación nuclear se realizó exclusivamente una rotura celular
controlada, seguida de lavados sucesivos de la fracción mitocondrial
obtenida por centrifugación diferencial. Con esta técnica, el rendimiento
obtenido fue de 30 gg de mtRNA por gramo de hígado, únicamente
contaminado con pequeñas cantidades de rRNA nuclear (Fig. 33, calle 1).
Con el objeto de mejorar la purificación, las fracciones poliadeniladas
fueron separadas del resto del mtRNA mediante dos pases consecutivos a
través de una colunina de oligo(dT) - celulosa. Los componentes de cada una
de las dos fracciones resultantes de la cromatografía (A-’- y A-> fUeron
separados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de hidróxido
de metilmercurio (CH3HgOH) y posteriormente teñidos con bromuro de
etidio. De esta forma se pudieron identificar, al menos, 8 bandas discretas,
variables en intensidad y tamaño, en la fracción poliadenilada y dos en la no
poliadenilada (Hg. 33, calles 2 y 3).
10. IDENTIFICACION DE LOS DIFERENTES mtRNAS.
Aunque el patrón electroforético obtenido para las especies de
mtRNA de trucha arco iris recuerda al descrito en células HeLa (Montoya y
col., 1983), ciertas diferencias en la movilidad relativa de las bandas
impedían la identificación directa de las diferentes bandas. Por ello, el
estudio se completé con la realización de hibridaciones entre las diferentes
especies de mtRNA obtenidas y las sondas preparadas a partir del mtDNA
de trucha arco iris previamente donado. Para que la identificación friese
inequívoca, las sondas fueron diseñadas de tal manera que cada una de ellas
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sólo pudiera reconocer una especie de mtRNA (Tabla y).
La hibridación con las sondas anteriormente descritas permitió
asignar claramente cada una de las especies de mtRNA, observadas en los
geles teñidos con bromuro de etidio, a un gen determinado. Siguiendo la
nomenclatura establecida por el grupo de Attardi (Montoya y coiL, 1983), en
la fracción no adenilada del mtRNA de trucha arco iris, se pudieron
identificar los rRNAs 125 y 165, así como la presencia, en menor cantidad,
de su precursor no procesado, el RNA 4a (Fig. 34, a)- Por otra parte, la
sonda que reconocía el rRNA 125, hibridaba con una especie de mtRNA no
adenilada de menor tamaño, que no ha sido caracterizada hasta ahora. Así
mismo, el RNA 18 descrito en células HeLa (Montoya y col., 1983), no ha
podido ser detectado entre los RNAs de trucha arco iris directamente en los
geles teñidos con bromuro de etidio, ni mediante una hibridación con un
fragmento que comprende la zona del D-loop donde teóricamente debería
estar codificado.
En la fracción poliadenilada, se identificaron de forma precisa los
mtRNAs 5, 7, 9, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 que corresponden, respectivamente,
a los genes ND5, ND4L y ND4, COl, Cyt b, ND2, ND1, ATPasa 8 y 6,
COIiI y COII, todos ellos codificados por la cadena pesada (Fig. 34, c). Los
RNAs 7 y 9 migraron a la misma altura, y lo mismo ocurrió con los RNAs
11 y 12. La sonda que permitió reconocer el rRNA 165 en la fracción no
adenilada, reconoció el mtRNA 10 a la misma altura en la fracción A+.
Merece especial mención la detección, mediante sobre-exposiciones, de una
especie de mtRNA que migraba entre los RNAs 7 y 9 y que hibridó, tanto
con la sonda que reconoce el RNA 14 como con la que reconoce el RNA 15 y
que, por lo tanto, se podría sospechar que es un precursor no procesado de
ambos (Fig. 35). La hibridación con la sonda que reconoce el RNA 9 no
permite detectar el RNA 6. Por otra parte, no se pudo preparar a partir del
mtDNA donado una sonda para detectar el RNA 17, debido a que el gen
ND3 no contenía diana alguna para las enzimas de restricción habituales.
Se intentaron otras estrategas alternativas, como la hibridación con
oligonucleótidos específicos de dicho gen o el marcaje de la cadena pesada del
fragmento de restricción que contenía el gen a partir de un oligonucleótido
específico, pero ninguna de ellas permitió identificar dicho RNA.
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Con el fin de poder detectar los tránscritos de la cadena ligera y en
especial identificar la existencia de un RNA específico del gen ND6 se
preparó, utilizando como molde la cadena pesada del clon pTRZ—2a, una
sonda marcada al azar a partir de un oligonucleátido que contenía parte de
la secuencia de la cadena ligera en la región del gen ND6. Esta sonda hibridé
con un RNA que migra en los geles de agarosa a la misma altura que los
RNAs 11 y 12.
14—
9
—8
~-i5
Figura 35. Detección de un misma RNA con las sondas que reconocen
los genes de las ATPasas 8 y 6 y el gen 00111. Es muy probable que este RNA
corresponda a un precursor aún no procesado de los RNAs 14 y 15.
4
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Además, una sobreexposición de los filtros hibridados, permitió
detectar dos bandas que, por su migración, podrían corresponder a los
RNAs 1 y 2 descritos en células HeLa (Montoya y col., 1983). Estas dos
bandas también fueron detectadas cuando se hibridó con las sondas para
los genes ATPasa 8 y 6, COIIJ y GOII, y la de mayor tamaño incluso con
las sondas para los genes l2Sy 16S. Por el contrario, ninguna de las sondas
utilizadas permitió detectar el RNA 3.
11. ANALISIS FILOGENETICO.
Cualquiera de los genes que forman parte del genoma initocondrial de
la trucha arco iris puede utilizarse en un análisis ifiogenético. Sin embargo,
no todos contienen el mismo número de sitios informativos ni poseen el
mismo ritmo de sustituciones en sus secuencias. Además, la elección de
unos u otros genes depende del tipo de relaciones filogenéticas que se desee
investigar. Finalmente, es necesario tener en cuenta, a la hora de elegir un
gen concreto, el número y posición evolutiva de los organismos en los que
este gen está también secuenciado. El número de organismos en los que se
ha secuenciado totalmente el genoma mitocondrial es pequeño y, más
concretamente, sólo se conoce la secuencia completa del mtDNA de dos
peces (C. carpio y C. lacustre). La escasez de secuencias impide, por lo
tanto, realizar un análisis exhaustivo de las relaciones filogenéticas entre
los peces e incluso entre los teleósteos. Tampoco es factible utilizar los
genes mitocondriales para establecer las relaciones filogenéticas entre los
vertebrados, puesto que no existe aun ningún mtDNA secuenciado de reptil
y sólo uno de anfibios (X laevis) y otro de aves (Gallus gatius), lo que impide
la obtención de árboles filogenéticos con alto margen de confianza
A partir de los datos de secuencia disponibles en la actualidad, las
únicas cuestiones filogenéticas abordables a nivel de peces son: 1) el
establecimiento de las relaciones evolutivas entre actinopterigios
(teleósteos) y sarcopterigios (celacanto y peces pulmonados> y su relación
con el origen de los tetrápodos (vertebrados terrestres) y, 2) el
establecimiento de las relaciones entre condrictios (peces cartilaginosos) y
osteictios (peces óseos).
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Para resolver este tipo de cuestiones filogenéticas, son
especialmente indicados los genes mitocondriales que codifican para el
rRNA 125 y para el citocromo b. Ambos presentan un ritmo de
sustituciones constante, siendo sus sitios informativos distintos al codificar
uno para rRNA y el otro para una proteína. Además tienen una ventaja
adicional, y es que son los genes que más se han utilizado en el estudio de
cuestiones evolutivas dentro de los peces, por lo que el número de especies
que se pueden incorporar al análisis, es mucho mayor.
11.1. Análisis en función del gen rRNA 125.
La secuencia completa del gen 125 rRNA de trucha arco iris (944
nucleótidos) fue alineada y comparada con todas las secuencias de peces
que, para este gen, se encuentran actualmente disponibles en los bancos de
datos GenBank y EMBL, así como con las secuencias correspondientes de
anfibios. A partir de los alineamientos, se calcularon las matrices de
distancias utilizando los métodos de Kimura (1968, 1980) y Jukes-Cantor
(1969). En la construcción de árboles se utilizó como especie externa el
celacanto (Latimeria chalumnae). Los algoritmos de Fitch y Margoliash
(1967) y de unión por vecindad (Saitou y Nei, 1987) se aplicaron a las
matrices de distancia generadas, dando lugar a los correspondientes
árboles. Estos, presentaban todos la misma topología, diferenciándose unos
de otros, únicamente, en la longitud de sus ramas (ñg. 36, a y b). Por otro
lado, se aplicó directamente a los datos de secuencia, el método de máxima
verosimilitud (Felsenstein, 1981), obteniéndose la misma topología que con
los métodos de matrices de distancia, pero con ramas de longitud
ligeramente distinta (Fig. 36, e). Finalmente, el algoritmo de máxima
parsimonia (Fitch, 1977) fue aplicado directamente a los alineamientos de
las secuencias de nucleótidos obteniéndose un árbol con una topología
ligeramente distinta, en la que los peces pulmonados dejan de comportarse
como un grupo monofilético (Fig. 37, b).
El nivel de confianza estadística de los árboles estimados por los
diferentes métodos se evaluó mediante la generación al azar de 100
variantes del grupo de secuencias original [jbootstrap (Felsenstein, 1985)].
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A continuación, a partir de cada variante se construyó el
correspondiente árbol mediante los métodos de máxima parsimonia y unión
por vecindad. Finalmente, se realizó un árbol consenso de los 100 árboles
generados por el algoritmo de máxima parsimonia (Fig. 37,a) y de los 100
generados por el algoritmo de unión por vecindad (Fig. 37,b). En los árboles
consenso obtenidos, cada nodo presenta un valor que corresponde al número
de árboles en los que aparece dicho nodo, proporcionando de esta manera,
una significación estadística a las ramas que parten del mismo.
1L2. Análisis en función del gen del citocromo b.
La secuencia completa del gen que codifica para el citocromo b de la
trucha arco iris (1141 nucleótidos), fue alineada con las secuencias
análogas de tres condrictios (C. plumbeus; S. tiburo y G. cuvier), el esturión
(A. transnwntanus) y tres ciprínidos (C. carpio; C. lacustre y L. roseipinnis).
El análisis de los alineamientos generados mediante los métodos de unión
por vecindad, Fitch-Margoliash, máxima verosimilitud y máxima
parsimonia permitió construir los correspondientes árboles filogenéticos,
utilizando el erizo de mar (Strongylocentrotus purpuratus) como especie
externa (Figs. 38 y 39). El nivel de confianza estadística de los árboles fue
evaluado mediante el método “bootstrap” (100 réplicas) con los algoritmos
de unión por vecindad y máxima parsimonia (Fig. 39). Las topologías
obtenidas por los métodos de matrices de distancia y la generada por el
método de máxima verosimilitud son iguales, diferenciándose los árboles,
únicamente, en la longitud de sus ramas. La topología obtenida por el
método de máxima parsimonia, difiere del resto, en la posición relativa del
estunón.
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Oncorhynchus mykiss
Cros.sostoma lacustre
Cyprinus carpio
Xenopus laevis
Rana castebejana
Neoceratodus forsteri
Protopterus sp
Latimeria chalumnae
a
Oncorhynchus mykiss
Crossostoma lacustre
Cyprinu.s carpio
Xenopus laevis
Rana castebetana
Neoceratodus forsteri
Protopterus sp
Latimeria chalumnae
b 0.1
Oncorhynchas mykiss
Cyprinzzs carpio
Crossostoyna lacustre
Xenopus ¡aeL•Is
Rana castebetana
Neoceratodus forsteri
Protopterus sp
Latimeria chalumnae
01
c
Figura 36. Arboles filogenéticos basandose en la secuencia del gen
rRNA 12S. Los árboles han sido generados mediante los algoritmos de a) Unión por
vecindad sobre la base de una matriz de distancias calculada por el método de Jukes-
Cantor. b) Fitch-Margoliash sobre la base de una matriz de distancias según el método
de Kimura y c) Máxima verosimilitud. En todos los casos, la longitud de las ramas es
proporciona] a] número estimado de sustituciones por nucleótido.
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Oncorhynchus mykiss
Crossostorna lacustre
Cyprinus carpio
Xenopus laevis
Rana castebejana
Neoceratodus forsteri
Protopterus sp
Latimeria chalumnae
a
99.0
W
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On corhynchus mykiss
Crossostoma lacustre
Cyprinus carpio
Xenopus laevis
Rana castebejana
Neoceratodus forsteri
Protopterus sp
Latimeria chalumnae
Figura 37. Arboles consenso resultantes del análisis estadístico por
“bootstrap”, basandose en la secuencia del gen rRNA 12S. a> utilizando el método
de unión por vecindad a partir de una matriz de distancias generada por el método de
Kimura y b) utilizando el método de máxima parsimonia. En ambos casos, el número de
réplicas generado por “bootstrap” fue 100. Los valores existentes en cada bifurcación
indican el porcentaje de veces que aparece el grupo de especies presentes a la derecha de
dicha bifurcación <nodo> en todos los árboles examinados.
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Figura 38. Arboles filogenéticos basados en la secuencia del gen
citocromo b. Los distintos árboles fueron generados por los algoritmos de a> Unión por
vecindad sobre la base de una matriz de distancias calculada por el método de Jukes-
Cantor. b> Fitch-Margoliash sobre la base de una matriz de distancias según el método
de Kimura y c) Máxima verosimilitud. En todos los casos, la longitud de las ramas es
proporcional al número estimado de sustituciones por nucleátido.
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Figura 39. Arboles consenso resultantes del análisis estadístico por
“bootstrap”, basandose en la secuencia del gen citocrozno b. a) utilizando el
método de unión por vecindad a partir de una matriz de distancias generada por el
método de Rimura y b) utilizando el método de máxima parsimonia. En ambos casos, el
número de réplicas generado por “bootstrap” fue 100. Los valores existentes en cada
bifurcación indican el porcentaje de veces que aparece el grupo de especies presentes a la
derecha de dicha bifurcación (nodo) en todos los árboles examinados.
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El genoma mitocondrial de los animales, debido a su reducido tamaño
y peculiares características estructurales (economía organizativa) y
funcionales (estrecha interrelación con el genoma nuclear), ha demostrado
ser particularmente útil en el estudio de procesos moleculares tan
complejos como la replicación o la transcripción. Así mismo, su relativa
simplicidad y alta tasa mutacional con respecto al genoma nuclear (Brown
y col., 1979) le han convertido en una herramienta muy útil a la hora de
establecer relaciones filogenéticas entre diferentes especies. En este
sentido, la secuenciación del genoma mitocondrial de la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) realizada en el presente trabajo, pretende contribuir
a la caracterización de esta molécula y permitir su utilización en estudios
de biología y filogenia molecular.
El método elegido para la extracción del mtDNA de la trucha arco iris
(Palva y Palva, 1985) se basa en la lisis alcalina de mitocondrias hepáticas
previamente purificadas. Este método, aunque proporciona un mtDNA de
menor calidad que el que se obtiene por centrifugación en gradientes de
cloruro de cesio (Lansman y col., 1981; Tapper y col., 1983), es
relativamente rápido y, como se demuestra en este trabajo, en el caso de
las mitocondrias del hígado de trucha arco iris, permite obtener grandes
cantidades de mtDNA con calidad suficiente para su utilización en
experimentos de clonaje, POR y secuenciación.
Los patrones de digestión resultantes del corte con HindIII y Bgl II,
son los mismos que los denominados HindIlI (i) y Bgl 11(i) por Palva y
Palva (1987). Por lo tanto, se deduce que los ejemplares de trucha arco iris
utilizados en nuestro trabajo, corresponderían al stock finlandés
denominado A por estos autores y que procede de Estados Unidos. Este
hecho demuestra que, piscifactorias tan distantes como las
norteamericanas, las escandinavas y las españolas, comparten el mismo
stock para su producción, y que éste puede ser fácilmente caracterizado
mediante el corte con HindIl! del mtDNA -
En la construcción de las genotecas de mtDNA se observó que, al
margen de su tamaño, la eficiencia de clonaje de algunos de los fragmentos
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de restricción, era muy pequeña- Concretamente, se observó que la
incorporación de un fragmento EcoRI de 4 kb (clon pTRZ-2)’ y un
fragmento HindlII de 1.7 kb (clon pTRZ-14)’ por el plásmido pUCiS
provocaba una disminución muy evidente en el número de copias del vector.
Esta situación no se presentaba en cambio, en los subclones obtenidos por
digestión con Pstl del clon pTRZ-2 (pTRZ-2a y pTRZ—2b)’, ni en el clon
pTRZ~41 que contenía un fragmento PvuII de 2.5 kb que solapaba
parcialmente con el clon pTRZ- 14. Significativamente, cuando se secuencié
el mtDNA se comprobó que, el clon pTRZ-2 y el subclon pTRZ-2b contenían
el origen de replicación de la cadena pesada (OH), y el clon pTRZ-14
contenía el origen de replicación de la cadena ligera (00, y no así, los clones
pTRZ—2a y pTRZ-4. Todo ello sugiere, que la presencia en los insertos de la
secuencia correspondiente a los orígenes de replicación mitocondriales, o
bien las estructuras secundarias asociadas a ellos en los insertos, debe
afectar a la propia replicación del plásmido utilizado como vector de clonaje.
Adicionalmente, este efecto parece depender de la posición de los orígenes de
replicación mitocondriales en el inserto, puesto que, por ejemplo, el subclon
pTRZ—2b aun conteniendo el 0H, no presentaba disminución en el número
de copias.
Los clones pTRZ—0, pTRZ-11, pTRZ-12, pTRZ-13, pTRZ-14, pTRZ—
15, pTRZ-16, pTRZ-2, pTRZ—5 y pTRZ-6’ cubren la totalidad del mtDNA de
la trucha arco iris. La secuencia consenso presentada, resultante de la
combinación de las secuencias obtenidas a partir de cada cada uno de estos
clones, tiene una longitud final de 16660 pb. Es, por lo tanto, casi igual que
la de C. lacustre (16558 pb), ligeramente mayor que la de carpa (16575 pb)
y mamiferos (16295-16569 pb), ligeramente menor que la del pollo (16775
pb) y considerablemente menor que la de Xenopus laevis (17553 pb). Las
variaciones encontradas en la longitud total del genoma mitocondrial entre
diferentes especies son, principalmente, debidas a variaciones en el tamaño
del D-loop y, secundariamente, al tamaño de los genes de los rRNAs 125 y
16S. El contenido G + O del genoma mitocondrial de la trucha arco iris
(459%) es equiparable al del resto de vertebrados (Tzeng y coL, 1992).
1 Ver Tabla II de Resultados, pág. 69.
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Con anterioridad a este trabajo, se han descrito algunas secuencias
parciales del mtDNA de trucha arco iris, que en total suponen,
aproximadamente, un 24 % del genoma mitocondrial total. En concreto, se
conoce la secuencia de un fragmento XbaI de 1.3 kb (Davidson y col.,
1988), la secuencia del fragmento HindIII de 2.2 kb (Thomas y
Beckenbach, 1989), que solapa casi con la totalidad del fragmento Xbal y,
más recientemente, se ha secuenciado el D-loop (Digby y col., 1992).
Nuestra secuencia es idéntica a la obtenida por Dighy y col., y discrepa en 3
nucleótidos de la obtenida por Thomas y Beckenbach, probablemente
debido a variaciones interpohíacionales. Por otra parte, tanto la secuencia
de Thomas y Beckenbach en la zona que solapa, como la nuestra en su
totalidad, son claramente distintas de la obtenida por Davidson y col.
La organización genómica (tanto el orden de los genes, como la
cadena que los codifica) del mtDNA de trucha arco iris es idéntica a la
descrita en ciprínidos (C. lacustre y carpa) y en todos los vertebrados,
excepto el pollo (Desjardins y Morais, 1990) y el pato (Ramírez y col.,
1993)2. Con respecto a las secuencias intergénicas existentes en el mtDNA
de trucha arco iris, cabe destacar que la mayor de ellas (14 nt), situada
entre el gen que codifica para el tRNAAsp y el gen 0011, presenta la misma
longitud en C. lacustre y carpa, está reducida a tres y dos nucleótidos en X
laevis y pollo respectivamente, a un nucleótido en la rata y no existe en el
hombre. Por lo tanto, parece claro que, en consonancia con la línea
evolutiva de economía que rige la organización del mtDNA, esta secuencia
intergénica se ha perdido en el transcurso de la evolución.
La región que comprende el D-loop ya había sido donada y
secuenciada anteriormente (Digby y col., 1992). La secuencia obtenida en
este trabajo, es idéntica a la ya descrita. Sin embargo, en nuestro anÁlisis,
encontramos ocho regiones asociadas a la terminación de la replicación
(TASs) basándonos en la homología de su secuencia con la de las TASs
descritas para hombre y ratón (Doda y coL, 1981), frente a las tres
identificadas (TAS- 1, TAS-5 y TAS-8) por Digby y col 3. Respecto a los
2 Ver Figs 5 y 6 de la Introducción, pág. 12 y Fig. 24 de Resultados, pág. 70 -
Ver Fig. 26 de Resultados, pág. 80.
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bloques de secuencia conservada, dos de ellos, CSB-ll y CSB-III, son
claramente identificables y muy parecidos a los descritos en esturión
(Buroker y col., 1990), bacalao (Johansen y col., 1990), C. lacustre (Tzeng y
col., 1992), carpa (Chang y Huang, 1994), X. laevis (Roe y col., 1985) y
hombre (Chang y Clayton, 1987). Por otra parte, el elemento CSB-I
definido como tal, en hombre y ratón (Walberg y Clayton, 1981), está
reducido en los peces y X. laevis, a un pentanucleótido. Si a este hecho
añadimos, que en la vaca (King y Low, 1987), la oveja (Zardoya y col.,
1994) y los cetáceos (Dillon y Whright, 1993) no se encuentra el elemento
CSB-llI, parece probable que, únicamente, el bloque CSB-1I pueda tener
un papel decisivo en la transición de RNA a DNA en el inicio de la
replicación del mtDNA (Zardoya y col., 1994).
Una característica notable de la secuencia del D-loop es la presencia
de 26 pirimidinas seguidas en posición 5’ con respecto a los CSBs. Se han
encontrado dos bloques similares de 17 y 27 pirimidinas en el bacalao
(Johansen y col., 1990). Así mismo, se ha descrito una proteína
mitocondrial denominada mtSSB que reconoce, preferencialmente, motivos
de este tipo en DNAs de cadena sencilla (Mignotte y col., 1985) y que parece
estar implicada en la regulación del inicio de la replicación.
Por otra parte, en el extremo 3’del D-loop, cerca del gen tRNAPhe, se
ha identificado una repetición directa de 19 nucleótidos. La presencia de
repeticiones en el D-loop del mtDNA de vertebrados es un fenómeno
bastante común. Se han descrito repeticiones en el extremo 5’ del D-loop de
X. laevis (Roe y coL, 1985), esturión (Buroker y col., 1990), bacalao
(Johansen y col., 1990), pollo (Desjardins y Morais, 1990) y oveja (Zardoya
y col., 1994). Estas repeticiones estan localizadas alrededor de las TASs, y
su origen parece estar relacionado con fenómenos de reincorporación de la
cadena naciente de replicación (Buroker y col., 1990). La presencia de
repeticiones en el extremo 3’ es menos común y sólo se ha descrito en el
conejo (Mígnotte y coL, 1990), en el mono verde (Karawya y Martin, 1987) y
en la oveja (Zardoya y col., 1994). Las repeticiones que se encuentran en el
D-loop de trucha arco iris, se localizan entre las CSBs y el gen tRNAPhe, en
la misma posición donde aparecen los promotores implicados en el inicio de
la transcripción de las cadenas pesada (HSP) y ligera (LSP) en el hombre y
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el ratón (Montoya y col., 1982; Chang y Clayton, 1984), por lo que podrían
estar relacionados con ellos. De hecho, en el hombre y el ratón, los
promotores presentan un dominio que es reconocido por el factor mtTFl
(Fisher y col., 1989), y las dianas para este factor están invertidas una con
respecto a la otra en estos promotores, lo que sugiere que los promotores
HSP y LSP proceden de la duplicación de un único promotor bidireccional
original. En X laevis (Bogenhagen y Yoza, 1986) y en el bacalao (Johansen
y col., 1990), los promotores se localizan en esta zona y presentan también
duplicaciones aunque de menor extensión.
El análisis de la secuencia del D-loop se ha completado con la
búsqueda de posibles OREs. Se ha encontrado una pequeña ORE entre los
nucleótidos 820 y 985 que podría codificar para un polipéptido de 55
aminoácidos. De acuerdo con la orientación de la ORF, este polipéptido
estada codificado por la cadena L y su estructura secundaria consistida en
una hoja 13 plegada central rodeada de dos hélices a. La posición de esta
ORF entre el gen tRNAPhe y los CSBs, su tamaño y orientación, recuerdan
a la ORF descrita en el RNA 7S de células HeLa (Ojala y col., 1981 b). Sin
embargo, la secuencia de aminoácidos de esta ORE, no se corresponde con
la encontrada en el D-loop de células HeLa. En cambio, una búsqueda en el
banco de datos Sw-issProt, revela un cierto parecido de este polipéptido
(limitado a unos pocas aminoácidos) con un factor de transcripción de
levaduras codificado por el núcleo e implicado en el inicio correcto de la
transcripción mitocondrial (Haffter y Fox, 1992). Dada su localización en la
región donde deben estar los promotores, la idea de que esta ORF esté
implicada en la regulación de la transcripción resulta muy atractiva. No
obstante, no se ha encontrado en ningún otro pez (bacalao, esturión, carpa
y C. lacustre), lo que hace poco probable que tenga algun significado
funcional en la trucha arco iris.
El origen de replicación de la cadena ligera (Ox.) de trucha arco iris se
localiza como en el resto de vertebrados, en los que ha sido secuenciado (con
la excepción del pollo y el pato, que carecen de él), entre el gen del tRNAAsn
y el gen del tRNA Cys ambos codificados por la cadena L. 0L conserva la
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estructura secundada tallo-bucle descrita en otros vertebrados4. El tallo,
rico en guaninas y citosinas, presenta gran homología con los tallos
encontrados en otros peces (excepto C. lacustre ), X. laevis y mamíferos. Por
el contrario, el bucle que proponemos para el 0L de la trucha arco iris
sorprende por su gran tamaño (17 nucleótidos) con respecto a otros bucles
y por la presencia de 11 pirimidinas seguidas (10 citosinas y 1 timina)4.
Ningún bucle descrito hasta el momento presenta tal cantidad de citosinas.
En los peces, el bucle del 0L del bacalao presenta cuatro citosinas seguidas,
el de C. lacustre únicamente dos y el de la carpa, ninguna. En X. laevis
tampoco hay y en mamíferos, la foca y el hombre existen tres. Sin
embargo, en X. laevis y mamíferos se encuentran cinco y seis timinas
seguidas, respectivamente. De acuerdo con el modelo propuesto para la
especie humana (Hixson y col., 1986), el inicio de la replicación se produce
por la síntesis de un cebador de RNA por una pnmasa en la región rica en
timinas, y la transición a DNA se produce en la secuencia 5’-cGGcc-3’,
situada en la base del Eh, dentro del tRNACYs. La secuencia de transición
RNA-DNA descrita en el hombre, aparece en todos los orígenes
identificados en vertebrados, incluida la trucha arco iris. Sin embargo, la
sustitución de timidinas por citosinas en la trucha arco iris permite sugerir
que la síntesis del RNA cebador por la primasa, probablemente, requiere
una región rica en pirimidinas, y no está restringida, exclusivamente, a la
presencia de timinas como se había sugerido previamente (Hixson y col.,
1986). Por lo tanto, el modelo de inicio de la replicación en 0L propuesto
para el hombre parece ser aplicable a la trucha arco iris con ciertas
variaciones, sin embargo, este modelo no puede ser definitivo para peces,
puesto que en la carpa y en C. lacustre, no existen regiones ricas en
citosinas, ni en tinúnas.
El genoma mitocondrial de la trucha arco iris, contiene 22 tRNAs
intercalados entre los genes codificantes de proteínas y rRNAs, ajustándose
así al modelo de puntuación propuesto para el hombre (Ojala y col., 1981 a)
y que también se cumple para el resto de vertebrados. Así mismo, como
ocurre en los demás vertebrados, el triplete CCA del extremo 3’ de los
4 Ver Fig 29 de Resultados, pág. 84.
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tRNAs, no aparece en la secuencia de sus genes, por lo que debe ser añadido
en la maduración post-transcripcional de los tRNAs, junto con otras
modificaciones típicas de tRNAs (residuos metilados, pseudouridina). A
pesar de la existencia de numerosos apareamientos O + U, los 22 tRNAs
mitocondriales de la trucha arco iris presentan la capacidad de plegarse en
una estructura secundaria en forma de hoja de trébol5.
La secuencia correspondiente a los brazos aminoacídico y anticodón,
son las más conservadas cuando se comparan los tRNAs mitocondriales de
la trucha arco iris con los de carpa, C. lacustre, X laevis, pollo y hombre,
mientras que las secuencias de los bucles DHU y TpC son las más variables.
De esta comparación se deduce que el tRNAMet (probablemente debido a su
función como iniciador en la traducción) es el más conservado entre los
vertebrados y, en cambio, el tRNASer(AGY) es el más variable. Este tRNA
se caracteriza, en todos los animales conocidos, por carecer de brazo DHU
(De Bruijn y col., 1980). Sin embargo, la estructura secundaria que
proponemos para este tRNA en la trucha arco iris, mantiene la forma de
hoja de trébol; así, el brazo DHtT está formado por un tallo con diez
nucleótidos apareados (dos más que en el resto de tRNAs) y un bucle con
tres nucleótidos. Por el contrario, el tallo del brazo anticodón en el
tRNASer(AGY) está reducido a sólo seis nucleótidos, cuando en el resto de
tRNAs, presenta diez -
La estructura del brazo DHU del tRNALeu(UUR> está muy
conservada en trucha arco iris, carpa, C. lacustre, X. laevis, pollo y hombre.
De forma manifiesta, la conservación detectada en este brazo, tan variable
en otros tRNAs, se centra en la secuencia 5’-TGOCAGAGCCCGG-3’ que en
el hombre se ha identificado como responsable de la terminación de la
transcripción de los rRNAs (Christianson y Clayton, 1988). Esta
secuencia, es idéntica en la trucha arco iris y en el hombre, presentando
sustituciones en otros peces, en X.laevis y en el poílo. En el hombre se ha
descrito que la presencia de mutaciones en esta región, produce la
enfermedad denominada MELAS, que es una subclase de encefalomiopatía
de origen mitocondrial (Hess y coL, 1991).
5 Ver Fig. 31 de Resultados, págs. 89-92.
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En el análisis del uso de codones en el mtDNA de trucha arco iris, en
los 13 genes codificantes de proteínas, se contabilizan un total de 108
codones ATA codificantes de metionina frente a, tan sólo, 41 codones ATG;
todos los codones de iniciación identificados en el mtDNA de trucha arco iris
son ATG, excepto el del gen COl que es GTG, situación que se repite en otros
peces (Tzeng y coL, 1992) y en el pollo (Desjardins y Morais, 1990). En INI
laevis todos los codones de iniciación son ATG (Roe y col., 1985), mientras
que en mamíferos, ND2, ND3 y ND5 suelen comenzar con ATA, y en
roedores NDl comienza con GTG (Bibb y col., 1981; Gadaleta y col., 1989).
Si bien el uso de codones de iniciación, es idéntico en todos los teleósteos, no
ocurre así con el uso de codones de terminación. En la trucha arco iris, los
genes ND2, 001, ATPasa 8, ND4L y ND5 terminan en TAA; los genes ND1
y ND6 acaban con el codón TAG. El resto de genes terminan en 1’ (CO II,
ND4 y Cyt b) o en TA (ATPasa 6, COIJI y ND3) y, tal como se ha
demostrado en el hombre (Ojaila y col., 1981 a; Anderson y col., 1981), los
codones de terminación, probablemente, se deben completar con la adición
post-transcripcional de colas poli-(A) a los mRNAs correspondientes. Sin
embargo, en C. lacustre, ND2, ND3 y ND4 terminan en TAG; COIJ y Cyt b
acaban en T; 00111 termina en TA y el resto en TAA y en la carpa, ATPasa
8 termina en TAG; ND2, 0011, ND4 y Cyt b acaban en T; 00111 y ND3
terminan en TA y el resto en TAA.
Al no existir un tRNA que reconozca los codones AGG y AGA, cuando
éstos aparecen, actúan como codones de terminación en el código genético
nútocondrial de vertebrados (Anderson y col., 1981). En la trucha arco iris,
se confirma la inexistencia de estos codones, tanto dentro de los genes como
al final de ellos. Sorprendentemente, en la secuencia de carpa (Chang y
Huang, 1994), existe un codón AGO dentro del gen ND4 en la posición 11351
y que, según estos autores, codifica para arginina. De forma similar, en la
secuencia de C. lacustre (Tzeng y col., 1992) existe un codón AGA dentro del
gen 00111 en la posición 9753 que, según los autores, codifica también para
arginina. En trucha arco iris, en la posiciones correspondientes del gen ND4
y del gen CO III, se encuentran el codón CGC, que codifica para arginina y el
codón GCC, que codifica para alanina, respectivamente.
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El codón ~A, que en el código genético universal es un codón de
terminación, en el código genético mitocondrial codifica para triptófano
(Barrelí y coL, 1979), y en el caso de la trucha arco iris es el codón que se
usa mayoritariamente para codificar este aminoácido (en los 13 genes
codificantes de proteinas se utilizan 101 codones TGA frente a sólo 20
codones TGG para codificar triptófano).
Como ocurre en el resto de mtDNAs de vertebrados, el uso de
codones del genoma initocondrial de trucha arco iris se caracteriza por una
clara tendencia a utilizar citosinas y adeninas en la última posición de
codón y apenas incluir residuos de guanina.
Del alineamiento y comparación de las secuencias aminoacídicas de
las proteínas codificadas por el genoma mitocondrial de trucha arco iris con
sus homólogas de otros vertebrados se deduce que las subunidades de la
citocromo oxidasa están altamente conservadas, mientras que las
subunidades de la ATPasa y la NADH desbidrogenasa. son de las más
variables. Mientras las primeras corresponden a subunidades catalíticas
del holoenzima, las segundas corresponden a subunidades reguladoras
(Cantatore y Saccone, 1987). Lógicamente, los polipétidos codificados por
el mtDNA de trucha arco iris presentan mayor homología con los
codificados por el resto de peces (76.8-977%), a continuación con los de X
laevis (803-95.3%) y en menor medida con los de poíío (673-94.0%) y
hombre (45.3-92.8%). Una característica común a todos los polipéptidos
codificados por el mtDNA, es la variabilidad en el extremo carboxilo. Los dos
casos más patentes son el extremo carboxilo de la subunidad 8 de la
ATPasa, que en el hombre cuenta con once aminoácidos más que en el resto
de vertebrados analizados, y el extremo carboxilo de la subunidad 6 de la
NADH deshidrogenasa, que en el hombre tiene ocho aminoácidos menos6.
En ambos casos, está situación coincide con el hecho de que los genes que
codifican para estos polipéptidos solapan con los genes adyacentes. Sin
embargo, también solapa el gen ND4L con el gen ND4, y no por ello se
observa la presencia de un extremo carboxilo variable.
6 Ver Fig. 32 de Resultados, pág. 95-101.
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Como se desmuestra en el presente trabajo, el tratamiento utilizado
para aislar el RNA mitocondrial, consistente en una rotura celular
controlada, seguida de repetidos lavados de la fracción ¡nitocondrial
obtenida por centrifugación diferencial, es suficiente para obtener una gran
cantidad de dicho RNA de los hepatocitos de trucha arco iris. El mtRNA
purificado, apenas muestra contaminación con RNA nuclear y, debido al
particular metabolismo hepático de la trucha arco iris, está libre de
glucógeno, fuente principal de contaminación en los extractos
mitocondriales de hepatocitos de mamíferos (Cantatore y col., 1987).
Los mtRNAs tienen una gran tendencia a agregarse, debido a la
presencia de secuencias complementarias resultantes de la transcripción
simétrica de las dos cadenas del mtDNA. Por ello, la electroforesis, en
presencia de formaldehido utilizada normalmente en la desnaturalización de
RNAs nucleares, no es suficiente para fraccionar los productos de la
transcripción mitocondrial, y es necesario recurrir a agentes
desnaturalizantes más fuertes como el hidróxido de metilmercurio (Amaldc
y col., 1978). Al igual que ocurre en el hombre (Gelfand y Attardi, 1981;
Montoya y Attardi, 1986), los rRNAs 12S y 16S de la trucha arco iris, son
mayoritarios entre los tránscritos mitocondriales (se encuentran en una
proporción entre 30 y 60 veces superior a los mRNAs) y son, por lo tanto,
fácilmente identificables en geles teñidos con bromuro de etidio tras una
electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Por otra parte, los
componentes de la fracción poliadenilada del mtRNA de trucha arco iris
(obtenida por cromatografia con oligo (dT)-celulosa), fueron separados
mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes dando lugar, tras
la tinción de los geles con bromuro de etidio, a un patrón de 8 bandas similar
al descrito en células HeLa (Montoya y col., 1983). No obstante, los
patrones de ambas fracciones presentaban ciertas particularidades, que
han quedado de manifiesto al realizar la identificación de cada una de las
bandas con sondas específicas de cada gen, construidas a partir del mtDNA
donado. En primer lugar, cabe destacar que, en general, los mRNAs de
trucha arco iris migran por encima de los correspondientes mRNAs de
células HeLa, como se observa al tomar como referencia los rRNAs. Puesto
que el tamaño de los rRNAs en trucha arco iris y en el hombre es
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prácticamente igual, la diferencia en la migración de los mRNAs, puede
explicarse en función de un mayor tamaño de las colas poli-A en los mRNAs
del pez, con respecto a los del hombre.
Las sondas específicas para los genes 12S y 16S, apenas permiten
detectar el RNA 4a. De ello se deduce que el procesamiento del RNA 4a
para dar lugar a los rRNAs 12S y 16S es muy eficiente en la mitocondria
de trucha arco iris- Los RNAs 7 (genes ND4L y ND4) y 9 (gen COl) migran
a la misma altura, muy similarmente a lo que ocurre en células HeLa
(Amalric y col., 1978; Montoya y col., 1983). De ello se puede deducir que, al
igual que ocurre en células HeLa, los genes ND4L y ND4 se transcriben
juntos dando lugar al RNA 7. Además, la sonda que debe reconocer el RNA
9 y 6, no permite detectar el RNA 6, por lo que se puede sugerir que este
RNA es procesado rápidamente en la mitocondria de trucha arco iris para
dar lugar al RNA 9. A diferencia de lo que ocurre en células HeLa, el RNA
11 (cyt b) y el RNA 12 (ND2) migran a la misma altura. El RNA 10
detectado con la sonda para el gen 165, migra a la misma altura que este
RNA y, tal y como sucede en el hombre (Montoya y Attardi, 1986), es muy
posible que pueda corresponder a una fracción oligoadenilada del rRNA 165.
Un hecho hasta cierto punto sorprendente fue la detección de una
especie de RNA poliadenilado que es reconocido tanto por la sonda dirigida
contra el RNA 14 (ATPasas 8 y 6) como por la sonda dirigida contra el RNA
15 (00111)- Este RNA debe ser un precursor de los RNAs 14 y 15, y al
migrar entre los RNAS 7 y 9 permite sugerir que puede ser el mismo RNA
que, en células HeLa, fue denominado RNA 8, y sólo se encontraba cuando
las células habían sido tratadas con actinomicina O (Montoya y col., 1983).
Puesto que no existe ningún tRNA separando los genes ATPasa 6 y 00111,
parece probable que el procesamiento de tránscritos primarios para dar
lugar a los RNAS 14 y 15 sea un proceso más complejo de lo normal, lo que
implicada la acumulación momentánea de un precursor, que en el caso de
la trucha arco iris, es posible detectar sin el uso de actinomicina D. En
células Hela, normalmente, este precursor se procesada con más rapidez, y
sólo se acumularía en los tratamientos con actinomicina D dando lugar al
RNA 8.
Con respecto a los tránscritos de la cadena ligera, con la sonda
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diseñada para detectar el producto del gen ND6, se identificó una banda que
migra a la misma altura que los RNAs 11 y 12. En células Hela, nunca se
ha detectado un tránscrito específico para el gen ND6 (Attardi, 1985). Este
gen, en trucha arco iris, tiene un tamaño de 540 Pb, por lo que el RNA
detectado (alrededor de 1100 nucleótidos) debe incluir una región más
amplia. Una sobreexposición de las membranas hibridadas con esta sonda
permite detectar dos bandas que, por su migración, podrían corresponder a
los RNAS 1 y 2, descritos en células HeLa (Montoya y col., 1983). La mayor
de las bandas, se detectó también con las sondas para los genes ATPasa 8
y 6, 00111, 0011, 125 y 165, por lo que parece corresponder a un tránscrito
primario que abarcaría toda la molécula del mtDNA, tal y como se ha
sugerido para el RNA 1 de células HeLa (Attardi, 1985). La menor de las
bandas se detectó también con las sondas para los genes ATPasa 8 y 6,
00111 y 0011, por lo que correspondería, perfectamente, al RNA 2 descrito
en células HeLa, que comienza en el gen ND6 y termina en el gen 0011
(Attardi, 1985). Ninguna de las sondas empleadas permitió detectar un
equivalente del RNA 3 de células HeLa, y ello puede ser debido a que este
RNA en la trucha arco iris, se procesada rápidamente para dar lugar al
RNA detectado con la sonda para ND6, que a su vez, nunca ha sido
detectado en células HeLa.
El análisis de los tránscritos de la mitocondria de trucha arco iris
revela que, con ciertas lógicas diferencias debidas a distintas eficiencias en
el procesado de los transcritos primarios, el modelo de transcripción
sugerido para las mitocondrias humanas (Montoya y Attardi, 1986) es
completamente válido en la trucha arco iris y, posiblemente, en casi todos
los vertebrados. Ello supone que, no sólo estaría enormemente conservada
la organización genómica del mtDNA en los diferentes grupos de
vertebrados, sino que también lo están los mecanismos implicados en su
expresion.
El análisis ifiogenético realizado a partir de los genes que codifican
para el 12S rRNA y el citocromo b de la trucha arco iris, confirma la
utilidad de estos genes mitocondriales en el establecimiento de relaciones
evolutivas entre diferentes especies. De acuerdo con las relaciones
establecidas en función de carácteres morfológicos, los primeros peces
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aparecerían en el cámbrico (Lovtrup, 1977) y son los agnatos (peces sin
mandíbula). A partir de ellos, en el silúrico (Storer y col., 1982),
evolucionaron, por un lado, los antepasados de los condrictios actuales
(peces cartilaginosos) y, por otro, los antepasados de los osteicitios actuales
(peces óseos)- En el devónico, dentro de los osteictios, se produjo la
separación de actinopterigios (condrósteos, holósteos y teleósteos) y
sarcopterigios (crosopterigios y dipnoos) y, posteriormente, la aparición de
los primeros anfibios a partir de los sarcopterigios (Valentine, 1978)~.
En función de las especies de vertebrados inferiores en las que se ha
secuenciado completamente el gen 125 y el citocromo b, se realizó un
análisis filogenético encaminado a confirmar el origen de los tetrápodos
(vertebrados terrestres) a partir de los sarcopterigios, y las relaciones entre
condrictios, sarcopterigios y actinopterigios. Los árboles filogenéticos
construidos en función del gen 12S, establecen claramente que los dipnoos
(peces pulmonados> son el grupo de peces actuales más cercano a los
anfibios - El método de máxima verosimilitud y los que utilizan matrices de
distancia, dan lugar a árboles en los que los teleósteos están claramente
separados de anfibios y dipnoos. Estos últimos y los anfibios se comportan
como un grupo monofilético y, dentro de los teleósteos, ocurre lo mismo con
los ciprínidos (C. lacustre y C. carpio). El árbol resultante de la aplicación del
método de máxima parsimonia a las secuencias del gen 12S, apunta a una
temprana separación del pez pulmonado africano (Protopterus sp) del resto
de los peces, quedando el pez pulmonado australiano (NI forsterl) como el
pez actual más cercano a los anfibios. Estudios previos basados en la
secuencias aniinoacídicas de las cadenas a y 13 de la hemoglobina, sugedan
que dentro de los sarcopterigios, el celacanto 0- chalumnae), debía ser el
pariente más cercano de los anfibios, en detrimento de los peces
pulmonados (Gorr y col., 1991). Los dos árboles obtenidos a partir del gen
125 favorecen, sin embargo, una mayor relación entre los anfibios y los
peces pulmonados que entre los anfibios y los crosopterigios. Estos árboles
concuerdan con los obtenidos en estudios similares (Meyer y Wilson, 1990).
La topología de los árboles obtenidos por Hedges y col. (1993), en la que los
7 Ver Apéndice 11.
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dipnoos se comportan como un grupo monofilético apoya los resultados
obtenidos con los métodos de máxima verosimilitud y de matrices de
distancia, frente a la obtenida por el método de máxima parsimonia.
De los árboles filogenéticos construidos en función del gen del
citocromo b, se deduce una separación temprana de condrictios y osteictios.
El único punto oscuro es la posición evolutiva del esturión. De acuerdo con
el árbol obtenido por máxima parsimonia, el esturión sería claramente un
osteictio pero no un teleósteo. Los árboles obtenidos por métodos de
matrices de distancia y de máxima probabilidad sugieren una separación de
la rama conducente al esturión anterior a la separación de condrictios y
osteictios. Curiosamente el esturión, morfológicamente, recuerda a los
condrictios, presenta un esqueleto secundariamente cartilaginoso, escamas
placoideas y cola heterocerca y, sin embargo, está claramente clasificado
como un osteictio (Storer y col., 1982), por lo que, en principio, parece más
correcta la topología obtenida mediante el análisis de máxima parsimonia.
Con la salvedad del esturión, el resto de osteictios analizados son teleósteos,
y forman un grupo monofilético claramente diferenciado en todas las
topologías obtenidas, estando los ciprínidos (L. roseipinnis, 0. carpio y C.
lacustre) perfectamente separados de la trucha arco iris. Dentro de los
condrictios, en todas las topologías obtenidas, el tiburón gris (Carcharinus
plumbeus) está más relacionado con el pez martillo (Sphyrna tiburo) que
con el tiburón tigre (Galeocerdo cuvier). Este resultado es notable, si
tenemos en cuenta que el tiburón gris y el tiburón tigre están clasificados
dentro de una misma familia (Carcharhinidae), mientras el pez martillo
pertenece a otra familia (Sphyrnidae).
Finalmente, es importante resaltar que los análisis filogenéticos
realizados vienen determinados por la escasez de secuencias que existen de
los genes 12S y citocromo b entre los vertebrados inferiores. Las
discrepancias existentes entre los árboles obtenidos por métodos fenéticos
y métodos cladísticos son, en gran parte debidas, a esta escasez de datos
moleculares. Por idénticas razones, los valores de confianza estadística que
se obtienen para algunos nodos no son significativos (< 50%) -
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Del análisis de la secuencia nucleotídica y de los productos de la
transcripción del genoma rnitocondrial de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) podemos concluir que:
1. El genoma mitocondrial de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
está constituido por 16660 Pb y codifica para 13 proteínas, 2 rRNM y 22
tRNAs presentando la característica organización de la mayoría de
vertebrados, en la que los genes de tRNAs se intercalan entre los genes
codificantes de proteínas y de rRNAs.
2. En el mtDNA de trucha arco iris, la región de control presenta los
mismos elementos implicados en la replicación de la cadena pesada (CSBs,
TASs) descritos en otros vertebrados. Por el contrario, aunque el origen de
replicación de la cadena ligera está formado por una estructura secundaria
tallo-bucle idéntica a la encontrada en otros mtDNAs, se caracteriza por la
posesión en el bucle, de una secuencia rica en citosinas. De este resultado se
deduce que la RNA primasa encargada de sintetizar el cebador para el inicio
de la replicación, debe reconocer un molde de polipirimidinas y no de
politiminas, como se había propuesto anteriormente.
3. El tRNA Ser (AGY) de la trucha arco iris, a diferencia del resto de especies,
presenta una estructura secundaria en hoja de trébol, estando el brazo
DHU formado por un tallo con diez nucleótidos apareados y un bucle con
tres nucleótidos. Por el contrario, el tallo del brazo anticodón esta reducido a
seis nucleótidos.
4. Todos los genes codificantes de proteínas del mtDNA de trucha arco iris
comienzan con el codón ATG con la excepción del gen COl que comienza con
el codón GTG. Por el contrario, los codones de terminación son
característicos de esta especie, ya que el patrón encontrado es diferente al
descrito en otros vertebrados, incluso en peces. En un total de seis genes los
codones de terminación son incompletos. Por otra parte, los codones AGG y
AGA rio existen dentro de los genes ni al final de ellos.
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5. Del alineamiento y comparación de las secuencias aminoacídicas de las
proteínas codificadas por el genoma niitocondrial de trucha arco iris con sus
homólogas de otros vertebrados, se deduce que aquellas subunidades que
presentan actividad catalítica (citocromo oxidasa) están notáblemente
conservadas mientras que aquellas con función reguladora (ATPasa y
NADH deshidrogenasa) son más variables.
6. La identificación de los tránscritos de la mitocondria de trucha arco iris
revela que el modelo de transcripción sugerido para las mitocondrias
humanas es completamente válido en la trucha arco iris, con ciertas
diferencias debidas a distintas eficiencias en el procesado de los transcritos
primarios. Así, se ha podido identificar un supuesto precursor de los mRNAs
14 y 15. Por otra parte, se ha detectado por primera vez en preparaciones
in vivo de mitocondria un transcrito del gen ND6.
7. El análisis filogenético realizado a partir de los genes que codifican para el
12S rRNA y el citocromo b de la trucha arco iris confirma la utilidad de
estos genes mitocondriales en el establecimiento de relaciones evolutivas
entre diferentes especies, situando a la trucha arco iris dentro de los
teleósteos como un grupo monofilético claramente diferenciado de los
ciprínidos -
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APENDICE 1
LA TRUCHA ARCO mis
La trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) es un teleósteo de la
familia Salmonidae oriundo de la costa pacífica de América del Norte. Su
distribución geográfica actual abarca también Europa, donde ha sido
introducida por el hombre. Al igual que la trucha común, es muy sensible a
la polución, pero soporta temperaturas más altas y aguas menos
oxigenadas. Se alimenta de insectos acuáticos, zooplancton, moluscos y
pequeños peces. A nivel morfológico, se caracteriza por la posesión de una
banda central rosada que comienza en la cabeza y termina en la base de la
cola. La cabeza, el dorso, los flancos y la aleta dorsal están
abundantemente moteadas de negro. El dimorfismo sexual se manifiesta en
la coloración más pronunciada de los machos que presentan también una
mandíbula inferior ganchuda. Alcanza la madurez sexual hacia los 2 ó 3
años. En Europa el desove tiene lugar de noviembre a mayo. Cada hembra
pone de 1500 a 2000 huevos/kg.
La trucha arco iris presenta grandes aptitudes para la cría intensiva
en estanques o viveros artificiales ya que se adapta con facilidad a la
cautividad, es resistente a las enfermedades y tolera los piensos
comerciales. Sin embargo, rara vez forma poblaciones capaces de
autorreproducirse y es preciso proceder constantemente a operaciones de
fecundación artificial.
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APENDICE II
PLACODERMOS PECES CON MANDIBULAS ARCAICOS)
AGNATOS <PECES SIN MANDíBULAS
)
Evolución de los pece.. Empezó en el Cámbrico con la aparición de las especies no
mandibuladas (los agnatos). En el Silúrico, surgieron las mandíbulas a partir de un par de
orificios branquiales y las aletas se hicieron pares (Placodermos); se produjo la separación de los
antepasados de los condi-ictioe y los osteictios. En el Devónico, una linea importante de peces, los
provistos de aletas con radios, constituyeron el ancestro de la mayona de especies actuales
(actinopterigias). La otra línea importante, constituida por peces de aletas lobuladas
(sarcopterigios) no tuvieron tanto grito, aunque con el tiempo dieron lugar a los primeros anfibios.
Modificado de Valentine, 1978.
APENDICE III
N.~mhus9mú¡t Nomenclatura binomial
Trucha arco iris
Carpa
Pollo
Zarigúeya americana
Vaca
Rorcual común
Ballena azul
Foca común
Foca gris
Rata
Ratón
Hombre
Erizo de mar
Erizo de mar
Mosca de la fruta
Abeja
Lombriz intestinal
Oncorhynchus mykiss
Cyprinus carpio
Crossostoma lacustre
Xenopus laevís
Gallus gallus
Didelphis virginiana
Ros taurus
Ralaenoptera physalus
Ralaenoptera musculus
Phoca vitulina
Halichoerus grypus
Rattus noruegicus
Mus dlomesticus
Horno sapiens
Paracentrotus liv idus
Strongylocentrotus purpuratus
Drosophula yakuba
Anemia franciscana
Apis mellifera
Caenorha bditis elegans
Áscaris Suum
Números de acceso del GenBank. Se indican únicamente las especies cuyo
genoma mitocondrial ha sido secuenciado en su totalidad.
L29771
X6 1010
M91245
M10217
X52392
Z29573
V00654
X61145
X72204
X63726
X72004
X14848
JO1420
JO 1415
J04815
X12631
XO3240
X69067
L06178
X54252
X52453
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